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RÉSUMÉ
Les parties distales du néphron jouent un rôle vital dans l’homéostasie calcique. Le
calcium est réabsorbé via un processus transcellulaire qui est sous le contrôle de trois
hormones calciotropes et qui s’effectue en trois étapes: entrée de Ca2 à la membrane
apicale, diffusion cytosolique du Ca2 et extrusion de Ca2 à la membrane basale. Le canal
calcique épithélial (ECaC1) récemment cloné dans la partie distale du rein de lapin est le
principal candidat pour cette entrée apicale de Ca2. L’affinité et la perméabilité calciques
de ECaC1 ont été étudiées suite à l’expression dans les ovocytes de Xenopus laevis. Le
canal ECaC1 démontre des effets de fraction molaire anormale. Les ions extracellulaires
Ca2 et Mg2 inhibent de façon réversible les courants Lf de ECaC 1, en configuration
cellule entière avec un 1C50 de 2,2 ± 0,4 tM (n = 9) et 235 ± 35 M (n = 10)
respectivement. La comparaison de ces valeurs avec celles obtenues pour le canal Ca2 de
type-L dépendant du voltage (Cavi .2) sous les mêmes conditions, suggère que la haute
affinité calcique est une caractéristique bien conservée des canaux Ca2 épithélial et
dépendant du voltage. Le rôle de certains résidus acides dans l’affinité et la perméabilité de
ECaC1 a été étudié. La neutralisation des résidus chargés négativement E535 et D550 dans
la région du pore n’entraîne pas d’effet significatif sur les affinités Ca2 et Mg2. Par
contre, la neutralisation du résidu D542 entraîne une diminution significative de l’affinité
Ca2 (1C50 = 1,1 ± 0,2 mlvi, n = 6) et de l’affinité Mg2 (1C50 > 25 ± 3 mlvi n = 4). Malgré
une diminution d’un facteur 1 000 de l’affinité Ca2 du canal muté D542N, les propriétés de
perméabilité et le rapport de conductance Ca2/Ba2 demeurent comparables aux valeurs
obtenues pour le canal ECaC1 de type sauvage. Ainsi, nos observations suggèrent que le
résidu D542 joue un rôle critique dans l’affinité calcique du canal ECaC1, mais pas dans la
perméabilité calcique de ce canal épithélial.
Mots clés : ovocytes de Xenopus; relation structure-fonction; mutagenèse dirigée; canal
unitaire; tubule distal; rein; sélectivité; calcium; magnésium.
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ABSTRACT
The distal part of the nephron is critically important for the maintenance of overail
2+ 2+Ca homeostasis. In these segments, Ca reabsorption is regulated by calciotropic
hormones and occurs through a transcellular pathway envisaged as a tbree-step process:
entry of Ca2 across the apical membrane, cytosolic diffusion of Ca2 and extrusion of Ca2
at the basolateral membrane. The epithelial calcium channel (ECaC1), which was recently
cloned from rabbit kidney, appears to be the prime candidate for this apical Ca2 influx.
The permeation properties of the ECaCÏ channel cloned from purified distal tubules were
investigated afier heterologous expression in Xenopus oocytes. Large whole-cell inwardly
rectifying currents (> 50 jiA) were recorded in the presence of either 120 mM Lf, Na, or
K solutions (0 Ca2). ECaC1 displayed anomalous mole-fraction effects (AMFE).
Extracellular Ca2 and Mg2 reversibly inhibited whole-cell Li currents with 1C50 = 2,2 ±
0,4 1iM (n = 9) and 235 ± 35 jiM (n 10) respectively. These values compare well with the
Ca2affinity of the L-type voltage-gated Ca2 (Cavi .2) channel measured under the same
conditions, suggesting that high-affinity Ca2 binding is a well-conserved feature of
epithelial and voltage-gated Ca2 channels. By homology to voltage-gated L-type Ca2
channels, the role of acidic residues in ECaC1 permeation was investigated. Neutralization
of the negatively charged residues E535 and D550 in the pore region had no significant
effect on Ca2 and Mg2 affinities. In contrast, neutralization of D542 significantly
decreased Ca2 affinity (1C50 = 1,1 ± 0,2 mM, n = 6) and Mg2 affinity (1C50> 25 ± 3 mM,
n = 4). Despite a 1 000-fold decrease in Ca2 affinity in D542N, Ca2 permeation
properties and the Ca2-to-Ba2 conductance ratio remained comparable to values for wild
type ECaC 1. Together, our observations suggest that D542 plays a critical role in Ca2
affinity but not in Ca2 permeation in ECaC 1.
Key words : Xenopus oocytes; structure function; site-directed mutagenesis; single
channel ; distal tubule; kidney; selectivity; calcium; magnesium.
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1- INTRObUCTION
21.1 L ‘importance de l’ion calcium
Le calcium est le cation le plus abondant à l’intérieur du corps humain (65). La
majeure partie de tout ce calcium, soit plus de 99 %, se retrouve dans les os et les dents
combiné avec des phosphates afin de former un réseau cristallin de sels minéraux, alors que
la balance, soit un peu moins de 1 %, est présente dans le milieu extracellulaire sous
différentes formes (38).
Le calcium retrouvé dans le milieu extracellulaire circule sous trois formes
différentes : la forme ionisée, la forme liée à des protéines et la forme liée à des anions.
La forme ionisée (ou libre) implique que les ions calcium circulent librement dans le
liquide extracellulaire. Le calcium ionisé est filtré par les glomérules rénaux et, une fois
réabsorbé, peut alors être utilisé afin d’accomplir les différentes fonctions biologiques qui
lui sont associées. Cette forme de calcium représente la fraction biologique la plus
importante présente dans le milieu extracellulaire et s’élève à environ 50 % de tout le
calcium retrouvé dans ce milieu. La forme liée à des protéines implique que le calcium
est uni par une liaison à différentes protéines macromoléculaires telles que l’albumine et
parfois les globulines. Cette forme représente quant à elle, une fraction d’environ 40 % de
tout le calcium retrouvé dans le milieu extracellulaire et l’ion est, dans ce cas-ci non filtré
par les glomérules rénaux, bien qu’il demeure dans la circulation sanguine et ainsi
disponible pour les fonctions biologiques associées. finalement, la forme liée à des
anions représente environ 10 % de la quantité totale de calcium. Sous cette forme, le
calcium se retrouve en étroite relation avec des petits anions tels que le bicarbonate, le
citrate, le sulfate, le phosphate et le lactate. Cette fraction du Ca2 extracellulaire est
également filtrée par les glomérules rénaux (15, 28, 71).
Les concentrations extracellulaires de calcium ionisé (libre) sont équivalentes à
environ 1,2 mM (27, 71) tandis que les concentrations de calcium libre retrouvées dans le
milieu intracellulaire s’élèvent à peine à 0,1 tM (27); la concentration cytosolique en ions
calcium est ainsi inférieure de quatre ordres de grandeur à celle du milieu extracellulaire.
Cette différence extrême entre les concentrations intra- et extracellulaires impose plusieurs
demandes et contraintes aux protéines membranaires afin de sauvegarder l’intégrité du
milieu intracellulaire (28). En fait, ce fort gradient de concentration est maintenu par le
32+transport actif de Ca qui s effectue au niveau de la membrane plasmique (13), du
réticulum endoplasmique et de la membrane interne mitochondriale (76). Ces différentes
membranes contiennent une Ca2-ATPase, c’est-à-dire une pompe à Ca2 qui est
dépendante de l’ATP et qui a pour fonction d’acheminer de façon continue les ions
calciques hors du cytosol (76). Ainsi grâce à ces pompes, la majorité du calcium
intracellulaire est séquestrée à l’intérieur des mitochondries et du réticulum endoplasmique
ou sarcoplasmique dépendamment du type cellulaire (76). De plus, afin de maintenir une
concentration intracellulaire de calcium qui ne soit pas toxique, il existe différentes
protéines de liaison qui jouent un rôle de tampon cytosolique (84).
Ces concentrations de calcium qui se répartissent inégalement de part et d’autre de
la membrane cellulaire génèrent un gradient électrochimique qui détermine le sens de la
diffusion des ions Ca2 (12). En fait, ce gradient est composé de deux éléments bien
distincts : un gradient chimique qui est fonction. de la concentration des ions de part et
d’autre de la membrane cellulaire, et un gradient électrique qui est fonction de la charge
électrique de la cellule, négative à l’état de repos (65). Ce gradient électrochimique permet
aux ions calciques de traverser la membrane plasmique de façon passive à travers des
protéines spécialisées appelées canaux ioniques, sans utilisation d’énergie, et ainsi
d’atteindre le milieu intracellulaire où ces ions essentiels peuvent alors accomplir leurs
multiples fonctions physiologiques et biochimiques.
En plus d’être le composant majeur de la phase minérale des os et des dents (64),
l’ion Ca2 est un second messager ubiquitaire et un régulateur de très nombreuses fonctions
métaboliques (58). Puisque cet ion se retrouve dans la majorité des tissus de l’organisme, il
peut accomplir ses multiples fonctions physiologiques sur différents types cellulaires. Ces
ions calcium sont donc impliqués dans l’activation et la régulation de nombreux processus
et réactions cellulaires tels, entre autres, le couplage excitation-contraction musculaire, la
libération d’hormones ou de neurotransmetteurs (exocytose), l’activation d’ enzymes,
l’expression de certains gènes, la coagulation sanguine et l’excitabilité des tissus nerveux
(58, 84).
En fait, la majorité des fonctions cellulaires attribuables aux ions calciques
dépendent de la gamme des changements des concentrations intracellulaires de calcium
4([Ca2j ) (76). Comme l’indique Wasserman (84), il existe plusieurs conditions afin
d’obtenir une réponse modulée par le Ca2: (i) une concentration extracellulaire de Ca2
ionique de iO M; (ii) des mécanismes cellulaires qui maintiennent la concentration
intracellulaire de Ca2 ionique à 1 O M ou moins à l’état de repos; (iii) une augmentation
de l’entrée de Ca2 dans le cytosol suite à une stimulation, ce qui élève la concentration
intracellulaire à 106 — iO M; (iv) une protéine intracellulaire qui lie le calcium libre
2+durant la stimulation; (y) un retour rapide de la concentration intracellulaire de Ca a
1 O M suite à la stimulation.
1.2. L ‘homéostasie catcique
Puisque le calcium exerce différentes fonctions physiologiques cruciales pour le bon
fonctionnement de l’organisme, il apparaît évident que toute altération de son homéostasie,
intra- ou extracellulaire, va engendrer en retour des situations pathologiques pouvant aller
jusqu’à la mort cellulaire (58). Afin d’éviter ces situations pathologiques, il existe à
l’intérieur de l’organisme différents mécanismes de régulation qui maintiennent les
concentrations de calcium à un niveau d’équilibre, ce qui fait de l’ion Ca2 un des
électrolytes le plus précisément contrôlé à l’intérieur de l’organisme (51 et 64). La basse
- ., 2+concentration de calcium intracellulaire est maintenue grace a 1 action de la Ca -ATPase,
tel que décrit dans la section précédente. Quant aux concentrations sanguines et
extracellulaires de calcium, elles sont maintenues à un niveau d’équilibre grâce à l’action
de trois organes qui agissent de façon concertée : l’intestin, les reins et les os (8). En fait,
les concentrations de Ca2 sont étroitement contrôlées par le transport continu des ions
calciques via l’absorption intestinale, la réabsorption rénale ainsi que la formation et la
résorption osseuse (64).
La disponibilité du calcium ingéré quotidiennement est un élément déterminant de
l’homéostasie calcique (65). En fait, des études ont démontré que l’alimentation
quotidienne d’un être humain apporte entre 500 et 1 000 mg de calcium. De ce calcium
ingéré à chaque jour, environ 30% est absorbé par les cellules endothéliales au niveau de
l’intestin pour atteindre la circulation sanguine, alors que la balance des ions calciques non
absorbés par les cellules intestinales sont éliminés dans les selles (38, 65). Ces ions Ca2
5ionisés nouvellement absorbés s’ajoutent aux ions Ca2 déjà présents dans la circulation
sanguine, d’où ils seront acheminés jusqu’aux reins. Il a été estimé que, sur une base
quotidienne, la quantité de calcium ultrafiltré par les glomérules se situe entre $ 000 et
10 000 mg (40). Seule la fraction ultrafiltrable du calcium plasmatique total, c’est-à-dire le
Ca2 ionisé ainsi que le Ca2 lié aux anions, passe la barrière glomérulaire (69). Les ions
Ca2 ayant été filtrés par le glomérule se retrouvent alors en contact avec les cellules
épithéliales des népbrons afin d’être réabsorbés presque en totalité et d’accomplir leurs
différentes fonctions vitales (3$). Afin d’assurer l’homéostasie calcique de l’organisme,
au-delà de 9$ % du calcium filtré au niveau du glomérule rénal doit être réabsorbé le long
du néphron (42). Ainsi, les reins ne réabsorbent pas un maximum de 2 % de tout le calcium
filtré quotidiennement, calcium qui est éliminé dans les urines. Cependant, les reins
adaptent l’élimination urinaire du Ca2 aux besoins de l’organisme de façon extrêmement
précise. Une surcharge calcique va se solder par une calciurie et réciproquement,
démontrant ainsi le rôle crucial des reins dans la régulation du calcium (8).
Les ions calciques peuvent donc être absorbés ou réabsorbés, tout dépendant de
l’organe dans lequel ils se retrouvent. Au niveau de l’intestin, les ions sont absorbés, c’est-
à-dire qu’ils traversent la muqueuse intestinale afin d’atteindre la circulation sanguine.
Alors qu’au niveau des tubules rénaux les ions calciques sont réabsorbés, c’est-à-dire
qu’une fois parvenus au filtrat glomérulaire, ils traversent les cellules épithéliales vers la
circulation sanguine des capillaires péritubulaires, en réponse aux besoins spécifiques de
l’organisme. Ainsi, qu’ils se retrouvent au niveau de l’intestin ou bien des reins, les ions
calciques sont en contact direct avec des cellules épithéliales qu’ils doivent traverser afin de
pouvoir être disponibles pour les besoins de l’organisme. L’absorption de ces ions au
niveau intestinal s’ effectue par un processus actif c’est-à-dire que les ions doivent vaincre
le gradient électrochimique, alors que la réabsorption rénale se fait selon deux processus
distincts, passif et actif, tout dépendant de la partie du néphron où ils se retrouvent.
Les os semblent être les organes les plus inertes de tout l’organisme, mais en réalité
ils sont très actifs et dynamiques d’un point de vue métabolique. Ils sont continuellement
en renouvellement grâce à l’action de deux types de cellules osseuses : les ostéoblastes qui
synthétisent les fibrilles de collagène qui forment la majeure partie de la matrice osseuse et
sur laquelle est déposée la phase minérale du calcium, et les ostéoclastes qui participent à
6la résorption osseuse (83). Il a été démontré que les ostéoblastes jouent un rôle central dans
la régulation du métabolisme osseux et de l’homéostasie calcique puisqu’ils sont
responsables de la formation des os et qu’ils modulent la résorption osseuse via les
ostéoclastes (6). Ainsi, grâce à ces deux types de cellules osseuses, il peut entrer ou sortir
d’un squelette adulte en santé jusqu’à 500 mg de calcium par jour alors que la masse
osseuse demeure constante. C’est ce qu’on appelle le «turnover» de la masse osseuse, où
il n’y a aucun gain et aucune perte de calcium (38). Dans l’homéostasie calcique, la masse
osseuse joue un rôle de tampon de la concentration de calcium sanguin. En fait, étant
donné leur composition très riche en calcium, les os vont libérer des ions calciques lorsque
la concentration sanguine de Ca2 diminue de façon prolongée et, à l’inverse, en reprendre
en cas d’excès (75). Ainsi, le squelette constitue un réservoir dynamique de sels de
phosphate de calcium où l’organisme peut puiser ou emmagasiner des ions calcium selon le
besoin, échanges qui sont régulés par différentes hormones (51).
1.3 L ‘implication des différentes hormones catciotropes
Tout dépendant des tissus, le transport de calcium est régulé par l’action
d’hormones calciotropes qui agissent à court ou à long terme afin de maintenir
l’homéostasie calcique, et ce bien souvent au détriment de la matrice osseuse qui représente
la principale source de calcium à l’intérieur de l’organisme (75). Trois hormones en
particulier ont été identifiées pour leur implication dans la régulation du transport de Ca2:
la parathormone (PTH, «parathyroïde hormone »), la calcitonine et la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 [1,25(OH)2D3] ou calcitriol (15, 42, 60) (figure 1.1). En fait, la
boucle de régulation hormonale maintient normalement la concentration de calcium sérique
dans un intervalle très étroit situé entre 2,1 et 2,6 mrnol par litre de sang ($3).
1.3.1 L ‘hormone parathyroïdiemimie
L’hormone parathyroïdienne est un polypeptide formé de $4 acides aminés. Cette
hormone est produite par les cellules principales des glandes parathyroïdiennes en réponse
à un taux de calcium sanguin faible (hypocalcémie). La PTH est la principale hormone qui
régule les concentrations extracellulaires de calcium chez les mammiferes (4, 29). Lorsque
7sécrétée, cette hormone agit sur les trois organes cibles (os, reins et intestin) afin
d’augmenter la concentration de Ca2 sérique.
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fi%ure 1.1 : Boucle de régulation hormonale de l’homéostasie calcique
Cette figure décrit l’implication des trois hormones calciotropes (PTH, calcitonine et
1 ,25(OH)2D3) dans le contrôle du métabolisme du Ca2. Les flèches qui sont orientées à
partir de l’un des trois organes cibles (os, rein, intestin) vers le sang indiquent que
l’hormone agit sur cet organe afin d’augmenter la concentration de Ca2 ionisé dans le
sang; et l’inverse, les flèches orientées du sang vers un des organes indique que l’hormone
agit sur le tissu afin de diminuer les concentrations sanguines de calcium.
L’hormone parathyroïdienne agit initialement sur les segments rénaux en réponse à
une diminution de la concentration de Ca2 ionisé. En fait, cette hormone augmente la
vitesse à laquelle le rein réabsorbe le calcium (Ca2) du filtrat glomérulaire pour le
retourner dans le sang. Cependant, cet effet de la PTH est limité à certains segments du
néphron qui seront précisés ultérieurement (28).
Ensuite, lorsque la diminution des concentrations de Ca2 ionisé est soutenue,
l’hormone parathyroïdienne stimule la production rénale de la 1,25(OH)2D3 qui agit au
niveau des cellules de la muqueuse intestinale en augmentant l’absorption de calcium. En
fait, la PTH permet l’activation de la 25-hydroxyvitarnine D3 1Œ-hydroxylase (1Œ-
hydroxylase), enzyme rénale qui permet la transformation de la vitamine D3 en sa forme
active, la 1,25(OH)2D3 (29). L’action de la PTH sur les cellules intestinales est donc
indirecte et se fait via la forme active de la vitamine D.
8Finalement, la PTH agit sur la masse osseuse lorsque la diminution de l’activité et des
concentrations de calcium ionisé est sévèrement prolongée. En fait, la PTH augmente la
vitesse d’excrétion rénale du phosphate, qui est le contre-ion du calcium dans l’os. La
diminution de la concentration de phosphate sérique qui en découle entraîne, par loi
d’action de masse, une fuite de Ca5(P04)30H de l’os, ce qui augmente la concentration de
Ca2 ionisé. De plus, l’hormone parathyroïdienne stimule la résorption osseuse en
augmentant le nombre et l’activité des ostéoclastes, cellules responsables de la résorption
osseuse (6). Il en résulte une dégradation plus poussée de la matrice osseuse, ce qui libère
du calcium ionique (Ca2) et du phosphate (HP042) dans le sang (15).
1.3.2 La catcitoniiie
La calcitonine a essentiellement un effet opposé à celui de la PTH puisqu’elle
abaisse la concentration de Ca2 ionisé; on dit alors que c’est un antagoniste de l’hormone
parathyroïdienne. Cette hormone polypeptidique de 33 acides aminés est synthétisée par
les cellules parafolliculaires, ou cellules C, de la glande thyroïde (74). Elle réduit la
quantité de calcium et de phosphate sanguin en inhibant la résorption osseuse et la
libération de calcium ionique de la matrice osseuse d’une part, et en stimulant le captage de
Ca2 et son incorporation à la matrice osseuse d’autre part (31). Cependant, le rôle précis
de la calcitonine sur la régulation du transport de calcium au niveau des reins est
controversé et encore incertain. En fait, certaines études indiquent que la calcitonine à des
concentrations physiologiques ([calcitonine] 5 X 101 M) stimule la réabsorption rénale
de calcium, au même titre que l’hormone parathyroïdienne (31). Par contre, des
concentrations pharmacologiques de calcitonine ([calcitonine] > 1 O M) entraînent un effet
opposé, c’est-à-dire une inhibition de la réabsorption de Ca2 ce qui engendre une
augmentation de l’excrétion de cet ion dans l’urine et ainsi une diminution de la
concentration de Ca2 ionisé (31, 67). Dans le même sens, les observations de Gesek et aï
indiquent que la calcitonine participe à la régulation homéostasique de l’absorption rénale
de Ca2 dans des conditions physiologiques (31).
91.3.3 La 1,25-dihydroxyvitamiize D3
Les vitamines D sont dérivées des stérols dans lesquels le noyau B de leur structure
chimique est rompu au niveau de la liaison carbone-carbone 9,10. Il existe deux formes
naturelles de cette vitamine : D3 et D2. La vitamine D3 est formée par l’action photolytique
de la lumière UV sur le 7-déhydro-cholestérol qui est retrouvé dans la peau ou l’épiderme
de la plupart des animaux supérieurs, tandis que la vitamine D2 est formée par l’irradiation
UV de l’ergostérol, stérol présent chez les plantes. Ainsi, la vitamine D3 peut être produite
de façon endogène par l’organisme, et ce, aussi longtemps qu’il a accès sur une base
régulière à la lumière du soleil. Par contre, si une carence survient, celle-ci peut être
comblée par l’ingestion quotidienne de vitamine D2 provenant de source végétale ou encore
de vitamine D3 provenant de source animale. Qu’elle soit formée à l’intérieur de
l’organisme suite à divers processus photochimiques ou bien ingérée, la vitamine D3 est
prise en charge par une protéine plasmatique de transport, la «vitamin D-binding protein»
(DBP) qui la transporte jusqu’aux différents organes cibles (83).
La vitamine D3 ne possède pas d’action hormonale à proprement parler, mais elle
acquiert son activité biologique par deux hydroxylations séquentielles ultérieures à sa
formation (ou ingestion), d’abord dans le foie puis dans les reins (25). En fait, la vitamine
D3 (forme inactive) est hydroxylée dans le foie en 25-hydroxyvitamine D3, en présence
d’02 et de l’enzyme 25-hydroxylase. Puis, la 25-hydroxyvitamine D3 est transportée vers
le rein, où elle est à nouveau hydroxylée, cette fois par une oxygénase mitochondriale, la
25-hydroxyvitamine D3 1Œ-hydroxylase (1Œ-hydroxylase), ce qui conduit à la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 [1 ,25(OH)2D3] ou le calcitriol, qui est la forme hormonale active de
la vitamine D3 (25). L’activité de la 25-hydroxyvitamine D3 1-Œ-hydroxylase au niveau
rénal est régulée par la PTH, tel que décrit précédemment.
Tout con-m-ie pour la production de la PTH et de la calcitonine, la production de la
1,25(OH)2D3 est modulée en fonction des niveaux de calcium sérique; une baisse de la
concentration de calcium sérique en deçà de sa limite normale de concentration qui se situe
entre 8,5 et 11 mg/dl (2,1-2,6 mmol/L) (74) entraîne la libération de la PTH par les glandes
parathyroïdiennes. La PTH permet l’activation de l’enzyme rénale 25-hydroxyvitamine D3
1Œ-hydroxylase (1Œ-hydroxylase) qui favorise la seconde hydroxylation de la vitamine D3,
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conduisant ainsi à la forme active de la 1,25(OH)2D3. Ainsi, parallèlement à l’action de la
PTH, la 1 ,25(OH)2D3 joue un rôle déterminant dans l’homéostasie calcique en provoquant
l’augmentation du calcium sérique, et ce, via une action sur les trois organes cibles (16).
Sur le tissu osseux, la 1,25(OH)2D3 favorise la résorption osseuse ce qui entraîne la
libération de calcium dans le sang (9, 15). Au niveau intestinal, cette hormone permet
l’augmentation de l’absorption du Ca2 circulant alors qu’au niveau rénal, elle stimule la
réabsorption calcique (5, 16, 78, 84).
1.3.4 Le ii;ode d’actioit de ces Itormoites
Ces hormones, qui contrôlent le transport de calcium transcellulaire, agissent à deux
niveaux: au niveau génomique en modifiant le taux de transcription de certaines protéines
de transport ou encore au niveau des protéines de transport elles-mêmes en altérant leur
activité ou en facilitant leur insertion à la membrane plasmique ou leur recapture. La
vitesse d’action d’une hormone calciotrope, c’est-à-dire le temps que prend cette hormone
pour exercer son effet de régulation sur le calcium, permet de déterminer à quel niveau elle
agit. Ainsi, le début d’action relativement lent de la 1,25(OH)2D3 représente une indication
que cette hormone agit au niveau génomique, et inversement, l’action presque instantanée
de la PTH et de la calcitonine permet de supposer que toutes deux agissent sur une protéine
de transport de Ca2 déjà existante (42). Bien que des études démontrent que la calcitonine
agit plus rapidement que la PTH sur le transport de Ca2 (calcitonine 2 min vs PTH> 8
mm), ces deux hormones calciotropes sont considérées comme ayant un temps d’action
rapide (31).
Des études récentes démontrent que la 1,25(OH)2D3, qui par son temps d’action lent
semble agir au niveau génomique, augmente les quantités d’ARNm de certaines protéines
impliquées dans l’homéostasie du Ca2, soit un canal calcique épithélial (ECaC) ainsi
qu’une protéine de transport de Ca2 (CaBP) qui est retrouvée dans le cytosol des cellules
épithéliales. Ces résultats suggèrent que la transcription de ces protéines de transport est
régulée à la hausse par la forme active de la vitamine D3 (16, 40, 42). Le rôle et le mode de
fonctionnement de ces protéines seront décrits ultérieurement.
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Contrairement à la 1,25(OH)2D3, l’action de la PTH et de la calcitonine semble
s’effectuer directement sur les protéines impliquées dans le transport transcellulaire. Ainsi,
leur action sur ces protéines responsables de la réabsorption calcique est médiée via la
stimulation de l’adénylate cyclase tAC), l’accumulation de l’adénosine 3’,5’-
monophosphate cyclique (AMPc) et une activation subséquente de la protéine kinase A
(PKA) (9, 28). En fait, certaines études démontrent qu’une augmentation de la réabsorption
de Ca2 est observée lorsque des cellules épithéliales sont traitées avec des analogues de
l’AMPc ou la forskoline, qui sont perméables à la membrane plasmique. De plus, une
augmentation marquée de l’activité de l’adénylate cyclase accompagne l’augmentation du
transport de calcium provoquée par les hormones PTH et calcitonine (42). Bien que
l’adénylate cyclase apparaît à première vue comme étant une voie de signalisation
importante pour les hormones calciotropes à action rapide, des études menées par
Hoenderop et al démontrent que le transport de calcium n’est pas altéré lorsque
l’augmentation de l’AMPc intracellulaire est freinée par un inhibiteur de l’adénylate
cyclase, le 2’,5’-didéoxyadénosine (42). Des études subséquentes ont permis de démontrer
que d’autres voies de signalisation sont possiblement empruntées par la PTH et la
calcitonine dans la réabsorption calcique (29, 42). Ainsi, des données expérimentales
suggèrent que la PTH est capable d’activer deux cascades de signalisation: la première est
celle de l’adénylate cyclase précédemment décrite, et la seconde est celle impliquant la
phospholipase C qui entraîne une accumulation de l’Inositol-1,4,5-triphosphate (InsP3) et
du diacylglycérol, suivie d’une activation de la protéine kinase C (PKC) (10, 29, 40). De
façon similaire, des études menées par Poujeol et al démontrent une implication directe de
la phospholipase C (PLC) dans l’absorption de Ca2 lorsqu’il y a une stimulation par la
calcitonine (67).
1.4 Le transport du Ca2 dans tes dtiférents segments dit itépitroit
Les reins ont une fonction essentielle au maintien de l’homéostasie du milieu
extracellulaire : ils règlent le volume, la composition ionique, le pH, l’osmolalité ainsi que
le contenu en divers solutés. Ces organes vitaux, au nombre de deux, sont formés de trois
parties distinctes : le cortex qui constitue la couche externe, la médulla qui représente la
partie interne et le bassinet ou pelvis rénal. Chaque rein contient plus d’un million de
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néphrons qui sont situés dans le cortex et s’enfoncent jusque dans la médulla. Chaque
néphron est constitué d’un corpuscule rénal qui filtre le liquide et qui se compose d’un
glomérule entouré d’une structure épithéliale appelée capsule de Bowman. Ce corpuscule
est suivi par un tubule rénal qui se sépare en une partie proximale et une partie distale. La
partie proximale est formée du tubule contourné proximal et de l’anse de Henlé alors que la
partie distale du néphron est formée du tubule contourné distal, du tubule connecteur et de
la portion initiale du tube collecteur cortical (67).
Le calcium qui est filtré au niveau du glomérule, soit environ $ g de Ca2 par jour,
circule à travers les différents segments du tubule rénal où il est réabsorbé en fonction de la
composition cellulaire de chaque segment. La majeure partie de la réabsorption calcique se
fait à l’intérieur du tubule contourné proximal et dans la branche large de l’anse ascendante
de Henlé par voie paracellulaire. Cette réabsorption paracellulaire est un processus passif,
c’est-à-dire qu’elle se fait d’une zone de forte concentration de Ca2 (milieu luminal) vers
une zone où la concentration calcique est plus faible (voie sanguine). Ce gradient
électrochimique transépithélial est généré grâce à la réabsorption de sodium et d’eau (40).
Cette diffusion passive du calcium vers la circulation sanguine est un processus non
saturable qui se fait entre les cellules épithéliales des différents segments impliqués puisque
la jonction qui unit ces cellules est de type lâche. La réabsorption du Ca2 se poursuit dans
la partie distale du néphron pour des quantités d’environ 15% à 20% de la charge de Ca2
filtrée (40, 42). La haute résistance transépithéliale présente au niveau de ces segments du
néphron ne permet plus le passage des ions calciques via la voie paracellulaire, mais
favorise plutôt l’apparition d’un mécanisme transcellulaire qui est sous le contrôle des
hormones calciotropes précédemment décrites (40, 42, 67). Cette réabsorption de Ca2 par
voie transcellulaire est, quant à elle, un processus saturable qui s’effectue en trois étapes.
2+ . . .Tout d abord, les ions Ca diffusent a travers la membrane apicale pour atteindre le milieu
intracellulaire selon le gradient de concentration, sans utilisation d’énergie. Les ions sont
ensuite pris en charge par des protéines de liaison qui facilitent leur diffusion cytosolique
jusqu’à la membrane basolatérale. Cependant, l’extrusion de ces cations à travers la
membrane basolatérale jusque dans la voie sanguine se fait contre un gradient
électrochimique ce qui nécessite l’utilisation d’énergie (ATP). Les ions calciques
atteignent donc la circulation sanguine en traversant les cellules épithéliales puisque celles
ci sont reliées entre elles par des jonctions de type serré (65) (figure 1.2).
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Figure 1.2 : Voies paracellulaire et transcellulaire pour la réabsorption de calcium
au niveau des cellules épithéliales.
1.5 La réabsorption du calcium via la voie transceltutaire
Le mouvement transcellulaire du calcium à travers les cellules épithéliales des
néphrons est un processus très complexe (2$). Au niveau cellulaire, la réabsorption
transcellulaire de calcium est généralement décrite comme un processus en trois étapes
consistant en 1) une entrée passive du Ca2 à travers la membrane apicale selon un
gradient de concentration, 2) une diffusion cytoso]ique du Ca2 facilitée par les protéines
de liaison du calcium dépendante de la vitamine D, les « calbindines» et 3) une sortie
active du Ca2 à travers la membrane basolatérale contre un gradient de concentration via
un échangeur sodium-calcium et/ou une pompe à haute affinité Ca2-ATPase (38, 42, 60,
73, 81) (figure 1.3).
* Adaptée de Hoenderop et aÏ. 2000 (ref42)
Figure 1.3 : Modèle proposé pour la réabsorption transcellulaire.
A la membrane apicale, la présence du canal ECaC permet l’entrée des ions Ca2 (points
rouges). Une fois dans le milieu intracellulaire, ces ions Ca2 sont pris en charge par des
protéines de liaison, les CaBP, qui permettent le transport du calcium de la face apicale
jusqu’à la face basolatérale. A la membrane basolatérale se retrouvent deux protéines
membranaires, l’échangeur Na/Ca2 (NCX) et la pompe Ca2tATPase (PMCA) qui
permettent l’extrusion des ions Ca2 de la cellule.
Voie transcellulaire
voie sanguine
milieu
luminal voie sanguine
Ca2
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1.5.1 Entrée apicale dit Ca2
Le passage du Ca2 à travers la double couche lipidique pour atteindre le cytoplasme
est un processus passif en ce sens que ce mouvement n’entraîne aucune dépense d’énergie.
Cependant, et ce même si le gradient électrochimique est élevé (i M Ca2ext—>107 M
Ca2; z\ P 30 mV, intérieur négatif) et favorise la diffusion simple des ions Ca2,
l’influx de calcium à l’intérieur des cellules requiert la participation d’une protéine
«facilitatrice» qui permet le passage d’ions à travers une membrane phospholipidique et
hydrophobe (28, 84). L’influx de Ca2 à la membrane apicale s’avère être l’étape limitante
dans ce processus transépithélial puisque l’entrée détermine la concentration de Ca2
intracellulaire ([Ca2j) et ainsi le nombre d’ions Ca2 disponibles pour la sortie à la
membrane basale (6$).
1.5.2 Diffusion cytosotique du (‘a2
Au niveau des reins, on retrouve la calbindine-D28K qui est exclusivement localisée
à l’intérieur des cellules du tubule contourné distal, du tubule connecteur et de la portion
initiale du tube collecteur cortical (73). C’est d’ailleurs dans ces segments distaux du
néphron que s’effectue la réabsorption transcellulaire des ions calcium (33). Cette protéine
de liaison est uniformément distribuée dans le cytosol et à l’intérieur du noyau. Le calcium
se lie aux quatre sites actifs de liaison de la calbindine-D28K avec une très haute affinité
(Ka 2,1x106 M) (33). Ainsi, la calbindine-D28K est décrite comme étant une protéine de
2+transport qui facilite la diffusion cytosohque du Ca et, par consequent, permet une
augmentation du flux calcique de la face apicale à la face basolatérale (25, 47). De plus,
cette protéine agit comme un tampon intracellulaire afin de maintenir de faibles
concentrations de Ca2 libre durant le transport transcellulaire ce qui permet de maintenir le
gradient électrochimique (33, 42, 47). Certaines données expérimentales suggèrent que la
1,25(OH)2D3 stimule la réabsorption de Ca2 au niveau rénal en augmentant l’expression de
la calbindine-D2$K (8, 47, 65, 78).
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1.5.3 Sortie basotatérate du Ca2
L’extrusion du Ca2 à travers la membrane basolatérale des cellules polarisées de la
partie distale du néphron se fait contre un gradient électrochimique considérable ce qui
nécessite l’utilisation d’énergie (6$). Afin de permettre cette sortie active, deux protéines
de transport de Ca2 se retrouvent à la membrane basale : un échangeur Na/Ca2 (NCX) et
une pompe à haute affinité Ca2-ATPase (PMCA) (11, 42). L’échangeur Na/Ca2, qui est
une protéine membranaire intrinsèque (50), représente le principal mécanisme pour la sortie
2+ r
active de Ca a travers la membrane basale. Bien que differentes stœchiometnes aient ete
décrites pour cet échangeur (3:2, 4:1) (22, 26, 52), il semble que l’échange généré par cette
protéine soit généralement de 3:1, c’est-à-dire qu’elle permet l’entrée de trois ions Na
couplée à la sortie d’un seul ion Ca2 (11, 42, 70, 84, 86). L’activité de cet échangeur
nécessite l’existence d’un gradient de sodium ([Naj0 » [Naj) qui est produit grâce à la
pompe Na7K-ATPase qui permet la sortie des ions sodium par transport actif primaire
suite à l’hydrolyse de l’ATP. Ainsi, l’échangeur Na/Ca2 est un système de transport actif
secondaire (26). Cependant, l’action de cette protéine est insuffisante pour assurer une
sortie en assez grande quantité de Ca2 intracellulaire, ce qui suggère l’existence d’un
second mécanisme d’extrusion caïcique (40). Il a été démontré que la pompe Ca2-ATPase
(PMCA) joue un rôle important, quoique secondaire, dans l’extmsion de calcium (11, 40).
2+ , ‘. r. 2+Afin de pomper les ions Ca vers 1 exteneur des cellules epitheliales renales, la Ca -
ATPase utilise le transport actif primaire suite à l’hydrolyse de l’ATP (ATP + H20 —* ADP
+ Pi). Ainsi, pour une molécule d’ATP hydrolysée, un ion Ca2 est expulsé hors de la
cellule (83). L’activité de cette protéine est présente dans chaque segment du néphron,
mais cette activité est plus marquée dans les segments où se produit la réabsorption
transcellulaire (2$).
1.6 ECaCJ : clonage et expressioll foiictionnette
C’est en 1999 que Hoenderop et ses collègues ont identifié une protéine responsable
de l’entrée apicale de Ca2 : le canal calcique épithélial (ECaC1) cloné à partir du tubule
connecteur d’un rein de lapin (3$). Des analyses fonctionnelles et morphologiques
effectuées par Hoenderop et ses collègues (37) suite au clonage de ECaC 1 révèlent que ce
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canal calcique épithélial, nommé ainsi par analogie avec le canal sodique épithélial
récemment cloné (ENaC) (38), possède toutes les propriétés requises pour être la porte
d’entrée du transport transcellulaire de Ca2. Ainsi, l’identification de ce canal calcique
fournit de nouvelles opportunités pour l’étude du transport transcellulaire de Ca2 à
l’intérieur des cellules polarisées. Cette entrée apicale de calcium se produit uniquement
dans les épithélia sensibles à la 1,25-dihydroxyvitamine D3 c’est-à-dire les reins, l’intestin
grêle et le placenta (37). Par immunohistochimie, Hoenderop et al. ont fourni des preuves
permettant de démontrer le rôle de ECaC comme porte d’entrée de la réabsorption active de
Ca2: 1) ECaC est présent dans les segments rénaux impliqués dans la réabsorption de
Ca2, 2) ECaC est toujours localisé à la membrane apicale, 3) ECaC est colocalisé avec les
protéines de transport de Ca2 associées, c’est-à-dire, la calbindine-D28K, l’échangeur
Na7Ca2 et la pompe Ca2tATPase; il complète donc la famille de protéines impliquées
dans le transport calcique transépithélial à l’intérieur des reins (37). De plus, le canal
calcique ECaC s’avère être la cible principale pour la régulation hormonale du flux actif de
Ca2 à partir de la membrane apicale jusque dans le compartiment sanguin ce qui signifie
que cette protéine représente l’étape limitante dans ce processus de transport (40).
L’ADN complémentaire du canal ECaC du lapin contient 2 190 nucléotides qui
codent une protéine de 730 acides aminés avec une masse moléculaire correspondant
environ à 83 kDa (38, 40, 57). Des analyses d’hydrophobicité suggèrent une topologie de
six segments transmembranaires (S1-S6), incluant deux sites de N-glycosylation ainsi
qu’une région hydrophobe entre les segments S5 et S6, région putative du pore (figure 1.4).
Des analyses laissent supposer que, afin de constituer un canal cationique
fonctionnel qui permet un influx d’ions Ca2 à l’intérieur de la cellule, quatre domaines
s’unissent pour créer une structure tétramérique (40). Chacun de ces domaines est formé de
six segments transmembranaires (S 1-$6) et de deux extrémités hydrophiles : une extrémité
amino-terminale constituée de 327 acides aminés contenant trois domaines d’attache
(« ankyrin repeat ») et une extrémité carboxy-terminale formée de 151 acides aminés.
Chacune des extrémités possède des domaines potentiels de régulation, incluant des sites de
phosphorylation à la protéine kinase C (PKC) et à la protéine kinase A (PKA) ainsi que des
motifs PDZ (38, 40). Les domaines d’attache sont des séquences de protéines
responsables d’interactions avec des protéines impliquées dans l’homéostasie du Ca2 telles
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que les récepteurs d’inositol triphosphate (InsP3) ainsi que les récepteurs à la ryanodine.
Des études indiquent que les isoformes de la PKC jouent un rôle important de régulation
dans la stimulation hormonale de la réabsorption transcellulaire de Ca2 (23,. 42). Il est
ainsi possible que la PKC phosphoryle directement le canal ECaC afin de réguler son
activité. Les motifs PDZ sont, quant à eux, des séquences d’acides aminés formées de $0 à
90 résidus. Le rôle attribué à ces motifs PDZ est de permettre des interactions entre
différentes protéines ce qui facilite divers processus cellulaires (liaison du canal au
cytosquelette, phosphorylation). Bien que les études démontrent la présence de ces sites de
régulation dans la structure du canal ECaC, leurs rôles restent à déterminer (40).
Fi%ure 1.4 Représentation schématique de la structure secondaire proposée pour le
canal calcique épithélial ECaC.
Les cylindres jaunes représentent les segments transmembranaires (Si -S 6), la boucle
orange représente la région putative du pore, les branches roses les sites de N
glycosylation, les points bleus les motifs PDZ, les étoiles rouges les sites de
phosphorylation à la PKC et les cercles pointillés bleus représentent les domaines
d’attache.
1.7 ECaC est un canal de la famille des TRP
De par sa structure secondaire constituée de six segments transmembranaires (Si
S6) et de deux extrémités intracellulaires (amino-terminale et carboxy-terminale), le canal
ECaC s’intègre dans la super famille des canaux TRP (« transient receptor potentiai »). En
fait, les membres de cette super famille partagent plusieurs séquences homologues à
l’intérieur de leur structure primaire et possèdent plusieurs similarités au niveau de leur
structure secondaire (55). La super famille des TRP inclut une diversité de canaux
* Adaptée de Hoenderop et al. 2000 (ref42)
1$
cationiques qui ne dépendent pas du voltage membranaire pour leur activation et qui
possèdent une perméabilité pour les cations monovalents ainsi que pour le Ca2 (39, 55).
Cette super famille de canaux ioniques est, à ce jour, constituée de 20 protéines
mammaliennes qui sont homologues au canal archétypal TRP initialement identifié à
l’intérieur des photorécepteurs de Drosophila melanogaster (1$, 32, $9). Ces protéines
sont largement distribuées à l’intérieur de différents organes de mammifères tels le cerveau,
le coeur, les reins, le foie, l’intestin et la prostate (54). Bien que certaines études suggèrent
que l’activation ou la modulation de certains canaux TRP se fasse via la cascade de
signalisation du phosphatidylinositol (12, 14, 18), il s’est avéré que la sélectivité et le mode
d’activation des canaux TRP soient très variables d’une protéine à l’autre (39, 55).
La super famille des canaux TRP peut être divisée, selon la séquence d’acides
aminés homologues à l’intérieur de leur structure primaire, en trois sous-familles désignées
selon Harteneck (32) par « short» (TRPCx où C indique «canonique »), «osm-9-like » ou
«vanilloïde» (IRPVx) et «long» ou «mélastatine» (TRPMx) (figure 1.5) (1$, 39, 55).
Ainsi, bien que la fonction physiologique spécifique associée à chacun de ces canaux
demeure inconnue, la classification, basée sur une homologie de séquences, suggère un rôle
potentiel commun (32).
Les segments transmembranaires Si-$6 ainsi que la région putative du pore située
entre les segments S5 et $6 représentent les structures les plus importantes des protéines
TRP. La présence de cette région du pore qui est semi-transmembranaire, c’est-à-dire
qu’elle ne traverse pas la membrane, rappelle vaguement la région du pore des canaux
cationiques et suggère que les protéines TRP fonctionnent comme des canaux. De plus,
certaines parties de cette structure s’avèrent être les régions les plus conservées parmi les
différentes familles de ces protéines. L’extrémité amino-terminale de chacune de ces
protéines TRP contient trois ou quatre domaines d’attache qui sont hautement conservés à
travers l’évolution, ce qui laisse croire à un rôle essentiel associé à ces domaines, bien qu’il
soit encore inconnu (54). Parmi les trois sous-familles (TRPCx, TRPVx, TRPMx), la
région qui est la plus conservée, dite région TRP, se situe à la partie proximale de
l’extrémité carboxyle, tout près du segment $6. Cette région comprend 25 acides aminés,
dont six d’entre eux (Glu-Trp-Lys-Phe-Ala-Arg) représentent la «boîte TRP» qui a été
nommée ainsi puisque la séquence des acides aminés est invariable d’une protéine TRP à
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l’autre (1$, 54). Bien que la fonction précise de celle région unique soit encore inconnue, il
semble que celle-ci joue un rôle essentiel dans la détermination des propriétés d’ouverture
et de fermeture (« gating ») du canal (12). Le segment le plus distinctif de ces protéines est
localisé à la partie distale de l’extrémité carboxyle (18). Bien que peu homologue d’une
protéine à l’autre, ce segment contient un domaine riche en proline (18).
.TRPC3
•TRPC7
•IRPC6
TRPC4
TRPC5
I
TRPV1 (rVRI, CCHCI)
TRPV2 (rVRL-1, GRC, CCHC2)
TRPV4 (mOTRPC4, VR-OAC)
TRPV6 (mCaTl, ECaC2)
TRPV5 (rECaC 1, rCaT2)
Fi%ure 1.5: Arbre phylogénique de la super famille des TRP
Arbre phylogénique représentant les distances évolutives entre les différentes protéines
regroupées à l’intérieur de la super famille des TRP.
Le canal ECaC se retrouve dans la sous-famille des TRPV qui compte cinq
membres groupés à l’intérieur de trois groupes distincts. TRPV1 et TRPV2 représentent les
récepteurs vanilloïdes VR-1 et VRL-1 qui sont des canaux cationiques non-sélectifs avec
une perméabilité calcique élevée et qui sont impliqués dans la transduction des stimuli
reliés à la douleur et la chaleur (18, 30, 32). Le groupe TRPV4 inclut les protéines
OTRPC4 et VR-OAC qui sont activées par des stimuli physique ou chimique, ou encore
par des stress osmotique ou mécanique (32). Les groupes TRPV5 et TRPV6 sont composés
de canaux sélectifs au Ca2 et comprennent respectivement les canaux ECaC1/CaT2 (canal
calcique épithélial I transporteur de calcium) et ECaC2, aussi appelés CaTi (1$).
* Tirée de Clapham et al. 2001
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Ainsi, le canal calcique épithélial ECaC1 cloné à partir du rein de lapin appartient
au groupe TRPV5. ECaC1 possède seulement 30 % d’homologie avec les récepteurs
vanilloïdes (groupe TRPV1), mais il est similaire avec 66 % d’homologie aux canaux
ECaC2 et CaTi du groupe TRPV6 qui ont été clonés à partir du duodénum de rat (18)
(figure 1.6).
En fait, des analyses génomiques démontrent que les canaux calciques ECaC1 et
ECaC2 originent de deux gènes juxtaposés sur le chromosome 6 de la souris de même que
sur le chromosome humain 7q35 avec une distance approximative de 50 kb, ce qui suggère
une duplication de ces gènes au cours de l’évolution (39, 43, 44, 56, 85).
Le pourcentage élevé d’homologie entre les groupes TRPV5 et 6 permet de
supposer une fonction physiologique similaire pour ces protéines. En effet, des études
démontrent que le rôle possible associé aux canaux calciques ECaCI et ECaC2 (CaTi) est
de permettre l’absorption transcellulaire de calcium à l’intérieur des cellules épithéliales de
différents tissus (reins, duodénum, placenta) (40, 85, 88). Ainsi, ECaC1 et ECaC2 sont des
canaux homologues avec une région du pore presque identique qui jouent un rôle
primordial dans l’homéostasie calcique (39, 43).
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1.8 Affinité et perméabilité des canaux C’a2: concepts de base
1.8.1 Les canattx calciques dépendants dit voltage
Les canaux calciques dépendants du voltage sont des protéines intrinsèques de la
membrane plasmique de différents types de cellules excitables qui permettent l’entrée
rapide des ions Ca2 à l’intérieur des cellules en réponse à une dépolarisation membranaire
(77). Ainsi, l’ouverture de ces canaux se fait suite à une modification directe du potentiel
de membrane. Au cours des dernières décennies, les canaux calciques dépendants du
voltage ont été largement étudiés ce qui a permis de révéler la grande diversité de ces
protéines membranaires. Ces découvertes ont permis de faire une classification de ces
canaux beaucoup plus juste et détaillée que celle présentée pour la super famille des canaux
TRP qui sont non dépendants du potentiel membranaire. L’électrophysiologie cellulaire
permet une approche fonctionnelle de l’activité des canaux calciques par la mesure directe
du courant transmembranaire généré par le passage des ions Ca2 (58). En effet, les études
électrophysiologiques de ces protéines dépendantes du potentiel membranaire ont permis de
révéler differents courants Ca designes par L-, N-, P-, Q-, R- et T-type et qui possedent
chacun différentes propriétés physiologiques et pharmacologiques (tableau I) (17, 58, 66).
La diversité des canaux calciques a pu être établie grâce au développement de différentes
techniques électrophysiologiques, le voltage-cÏainp et le patch-cÏamp, qui permettent la
mesure de courant transitoire au niveau d’une cellule isolée ou encore d’un canal unique
(58).
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L 8.2 Les dtfféren tes techniques étectrophysiologiques
C’est au début des années 50 que Hodgkin et Huxley ont développé une ingénieuse
technique permettant de mesurer les courants électriques, la technique du voltage imposé
(voltage-clarnp), et ont par la suite et grâce à cette technique, publié une étude portant sur la
cinétique des changements de perméabilité. La technique du voltage imposé, initialement
expérimentée sur l’axone du calmar géant, utilise un amplificateur de rétroaction qui
permet de modifier le Vm (voltage membranaire) brusquement et, par la suite, de le
maintenir à une valeur prédéterminée. Le Vm maintenu constant, la cinétique des courants
ioniques transmembranaires qui sont engendrés par cette modification du voltage peut ainsi
être mesurée (69). Au cours d’une expérience en voltage imposée, deux électrodes de verre
de faible diamètre (< 1,0 m) sont insérées à l’intérieur de la cellule : une permettant de
maintenir le voltage membranaire présélectionné constant et la seconde permettant
l’enregistrement des courants ioniques intracellulaires (entrant ou sortant) générés par ce
voltage, reflétant ainsi les propriétés de conductance membranaire. En fait, le courant
enregistré par cette électrode représente le courant qui doit être injecté afin de maintenir le
Vm sélectionné. Afin de caractériser les courants ioniques, plusieurs techniques de voltage
imposé ont été développées. En 1981, Neher et Sackmann ont mis au point la méthode du
« patch-clamp », une variante de la méthode du voltage imposé à deux électrodes. Dans
cette approche, une seule électrode (f collée» à la membrane cellulaire impose le voltage et
mesure les courants. Une technique fréquemment utilisée est la configuration cellule
entière (whole-cell) qui permet d’enregistrer l’activité électrique de l’ensemble de la
membrane cellulaire, c’est-à-dire le courant à travers l’ensemble des canaux retrouvés à la
membrane cellulaire (58, 69). L’enregistrement de courants provenant d’un seul type de
canal est possible en injectant de l’ARNc de ce canal à l’intérieur d’un système
d’expression qui, suite à une période d’incubation plus ou moins longue, permet au canal de
s’exprimer à la membrane. De part leur grosse taille (- 1,0 mm) qui facilite les
manipulations en laboratoire, les ovocytes de Xen opus laevis représentent un des systèmes
d’expression le plus couramment utilisé en électrophysiologie (69). La présence de canaux
Cl(Ca) endogènes représente un des principaux problèmes rencontrés lorsque les ovocytes
de Xénope sont utilisés pour l’expression de canaux ioniques (6). Ce problème s’avère
encore plus délicat lors de l’expression de canaux calciques puisque l’expression de ces
derniers favorise l’entrée de Ca2ce qui stimule davantage l’entrée d’ions Cf. Ainsi, afin de
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s’assurer que l’enregistrement correspond uniquement aux courants générés par le canal
exogène, l’activation des conductances endogènes de Cï doit être inhibée soit par l’addition
dans le bain d’un inhibiteur de canaux CF tel que l’acide niflumique, soit en injectant les
ovocytes avec des agents chélateurs de Ca2, tels que I’EGTA ou Je BAPTA (6).
1.8.3 Les propriétés de perméabilité et d ‘affinité
Actuellement, différents types d’expériences développées en électrophysiologie
permettent de déterminer les propriétés biophysiques et pharmacologiques des canaux.
Tout d’abord, en imposant à la membrane différents potentiels électriques, une courbe de
relation courant-voltage (figure 1 .7a) peut être tracée démontrant ainsi les changements
des courants ioniques en fonction du voltage membranaire. Cette courbe permet de
déterminer la perméabilité du canal. La propriété de perméabilité d’un canal calcique fait
référence au flux généré par le passage des ions Ca2 à l’intérieur du pore du canal. Cette
propriété est mesurée par la conductance du canal (GJfV, où G=conductance, I=courant et
Vvoltage). De plus, la relation courant-voltage permet de déterminer s’il existe une
rectification des courants, c’est-à-dire un voltage où le courant (entrant ou sortant) ne
s’écoule plus aussi facilement à l’intérieur du pore du canal.
Une seconde expérience couramment réalisée en électrophysiologie afin d’étudier
les propriétés de perméabilité d’un canal est la fraction molaire anormale et les effets qui
lui sont associés (« anomalous mole fraction effects)> ou AMFE) (49). L’AMFE d’un
canal se détermine à partir de mesures de la conductance du canal à l’état ouvert dans des
solutions mixtes de deux électrolytes qui sont perméables dans le canal à l’étude (61). 11 a
été démontré que la majorité des canaux ioniques placés dans des solutions mixtes de deux
électrolytes perméables conduisent moins de courant que lorsqu’ils baignent dans une
solution pure de l’un ou l’autre des électrolytes (61). Ainsi, l’AMFE se définit comme
étant un comportement où la conductance (G) ou le potentiel d’inversion (Erev) du canal à
l’étude passe par un minimum ou un maximum, et ce, en fonction du rapport des
concentrations ioniques (36). Afin de déterminer I’AMFE des canaux calciques
(dépendants ou non du voltage), les chercheurs utilisent des cations monovalents (Na, K,
Li) qui engendrent des courants entrants importants à travers les canaux calciques en
absence de divalents, qui eux sont plus perméables que les cations monovalents (35).
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Ainsi, l’ajout de Ca2 dans le milieu extracellulaire à des concentrations variables inhibe
graduellement, et ce en fonction de la [Ca2j ajoutée à la solution initiale de cations, les
courants entrants de monovalents. Les données amassées permettent alors de tracer une
courbe dose-réponse (figure 1.7b).
sortant
Fi2ure 1.7: Courbes de relation courant-voltage et dose-réponse.
Sur la courbe de relation courant-voltage de la figure A, la pente représente la conductance
membranaire. Par convention, les courants entrants d’ions chargés positivement dans la
cellule sont négatifs alors que les courants sortants d’ions chargés positivement sont
positifs. Lorsque les courants sont équivalents à O jiA, c’est-à-dire qu’aucun ion ne
traverse le canal, et que la courbe croise l’abscisse, ceci correspond au potentiel d’inversion
(Vrev) de la membrane. La courbe de relation dose-réponse présentée à la figure B
représente les courants relatifs d’ions monovalents (Li) en fonction des concentrations
croissantes de cations divalents (Ca2) dans le milieu extracellulaire.
C’est uniquement lorsque les concentrations de Ca2 atteignent l’ordre du millimolaire
(mM) que les courants entrants, cette fois engendrés par les ions calciques, peuvent à
nouveau être enregistrés (36). Ce résultat où une inhibition des courants entrants est
observée lorsque la solution est mixte s’explique de façon très simple par le fait que deux
ions, un cation monovalent et un ion Ca2, interagissent et se lient simultanément à
l’intérieur du canal calcique (49). Cette technique permet ainsi d’évaluer l’affinité du canal
à l’étude pour différents cations divalents (Ca2, Mg2, Ba2j. La sétectivité d’un canal
ionique correspond à sa capacité de séparer et sélectionner les différents types d’ions qui
peuvent varier par leur charge, leur grosseur, leur degré d’hydratation et leur coordination
chimique. Cette sélectivité ionique se produit via un mécanisme d’affinité qui permet au
canal de sélectionner les ions désirés grâce à différents résidus situés à l’intérieur du pore
du canal qui ont la capacité d’attirer et de fixer les ions en question (77).
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Ainsi, il est connu que les canaux Ca2 dépendants du voltage sont perméables aux
cations monovalents en absence d’ions divalents tels le Ca2. Cependant, Hess et ses
collaborateurs ont démontré que la présence d’un seul ion Ca2 à l’intérieur du pore est
suffisante pour bloquer le passage des ions monovalents tels que le Na et le Li (35). Des
recherches expérimentales faites sur les canaux calciques dépendants du voltage révèlent
qu’une augmentation des concentrations extracellulaires de Ca2 inhibe graduellement, et
ce en fonction de la [Ca2]0, les courants entrants de cations monovalents, avec un 1C50
I tM (2. 34, 35, 62). Ces études démontrent donc que ces canaux calciques possèdent des
sites à haute affinité pour les ions Ca2 à l’intérieur du pore qui expliqueraient le
mécanisme de sélectivité calcique du canal (62). De plus, il semble que ces canaux
2+ , 6 -1generent des flux importants de Ca (de 1 ordre de 10 ions s ) en conditions
expérimentales, démontrant ainsi une perméabilité calcique élevée (19, 77). Cependant, un
point crucial dans l’étude et l’analyse des mécanismes de perméabilité et de sélectivité est
de comprendre comment les canaux calciques peuvent être hautement sélectifs pour les ions
Ca2 tout en laissant passer des millions de cations par seconde (53).
1.8.4 Les modèles moléculaires associés aux canaux
Depuis les 20 dernières années, plusieurs modèles ont été proposés afin d’expliquer
les mécanismes de sélectivité et de perméabilité associés aux canaux Ca2 dépendants du
voltage. Le modèle le plus largement connu pour ces canaux calciques propose l’existence
de deux sites de liaison qui lient les ions Ca2 avec une haute affinité (K—1 1iM) et qui
permettent le passage en simple file de ces ions à l’intérieur du pore (20, 34). Ce modèle à
«deux sites» suggère que, dans des conditions physiologiques, le canal soit
continuellement occupé par un ou plusieurs ion(s) Ca2 qui, grâce à des répulsions
électrostatiques, empêche la perméabilité d’autres types d’ions à l’intérieur du pore (48).
De plus, lorsque les concentrations extracellulaires de calcium passent du micrornolaire au
millimolaire, les flux élevés des ions Ca2 sont possibles grâce à l’existence d’une forte
répulsion électrique entre les cations (34). Un second modèle à avoir été décrit est celui à
«un site» qui propose l’existence d’un seul site de liaison chargé négativement (-2e) qui
lie les ions Ca2 avec une haute affinité et pour lequel les cations rivalisent (3). La
perméabilité calcique à travers les canaux calciques présentant ce modèle du site unique
s’explique par un « knock-on » où le passage d’un ion à l’intérieur du pore entraîne la sortie
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d’un autre ion déjà présent dans le pore, ou encore un échange ionique entre les cations.
Récemment, le modèle du site unique a été revu afin d’inclure des sites de liaison à plus
faible affinité qui se retrouvent de part et d’autre du site à haute affinité calcique. Ces sites
à faible affinité semblent faciliter la sortie des ions Ca2 du canal (20, 53).
1.8.5 Les déterminants moléculaires de l’affinité du canal Cavl.2
Plusieurs recherches expérimentales ont permis de déterminer les sites à haute
affinité intervenant dans le mécanisme de la sélectivité calcique associé aux canaux Ca2
dépendants du voltage. En fait, ces résidus responsables de la liaison des ions Ca2 avec
une haute affinité ont été localisés à l’intérieur des régions bordant le pore entre les
segments $5 et S6 de chacun des quatre domaines formant le canal (87). Les quatre résidus
glutamate chargés négativement identifiés sur le canal calcique Cavl.2 de type-L (E393,
F736, F1145 et El446) semblent être conservés parmi les canaux Cavl et Cav2 qui tous
sont dépendants du voltage (87). Étant donné la structure pseudo-tétramérique des canaux
Ca2 dépendants du potentiel membranaire, il a été démontré que la neutralisation de l’un
, ,. . . . ,
., 2+
ou 1 autre de ces quatre residus glutamate entrarne la diminution de I affimte Ca du canal
de type-L d’un facteur 10. Afin de déterminer l’importance de la chaîne latérale négative
au site de liaison à haute affinité, des mutations ont été effectuées sur le résidu glutamate
impliqué dans le mécanisme de sélectivité calcique. Les mutations du résidu glutamate par
un résidu aspartate (Glu —+ Asp) qui permettent de conserver la charge négative,
démontrent que l’affinité calcique à l’intérieur du pore implique des interactions
électrostatiques (62, 87). Le remplacement en paire des quatre résidus glutamate permet
d’exclure l’hypothèse que ces résidus situés à l’intérieur du pore forment deux sites
indépendants à haute affinité (23). De plus, une quadruple mutation de cet anneau de
glutamate annule complètement l’affinité Ca2 ce qui suggère qu’il n’existe aucun site de
liaison additionnel (23). Des mutations subséquentes sur l’anneau de glutamate des canaux
Ca2 dépendants du voltage confèrent un nouvel intérêt au modèle du site unique qui
suggère la présence d’un seul site de liaison à haute affinité et qui est chargé négativement
(-2e) (3, 20).
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1.9 Objectifs de ta recitercite
Bien que la topologie prédite des canaux TRPV5-6 qui est constituée de six
segments transmembranaires soit relativement identique à celle des canaux calciques
dépendants du voltage, il semble que la structure primaire de ces deux types de canaux Ca2
présente peu d’homologie (40, 41). Malgré cette distance évolutive majeure entre les
canaux TRPV5-6 et les canaux Ca2 dépendants du potentiel membranaire, la perméabilité
des ions calciques à travers ces protéines apparaît comme une propriété fondamentale de
ces canaux. Tout comme les canaux Ca2 dépendants du voltage (62, 87), les canaux
TRPV5-6 conduisent les ions calcium avec une perméabilité élevée (2, 35, 80). Jusqu’à
présent, les expériences et analyses électrophysiologiques effectuées sur le canal ECaC1
démontrent que la perméabilité pour les cations divalents et monovalents à travers ce canal
est apparentée à celle observée à travers les canaux Ca2 dépendants du voltage de type-L,
ce qui laisse supposer des mécanismes de perméabilité relativement analogues ($0).
La présente recherche a donc pour objectif principal la caractérisation à un niveau
moléculaire des propriétés de sélectivité et de perméabilité de la région du pore du canal
calcique ECaC1 (TRPV5) du rein de lapin. L’affinité du canal ECaC1 sera évaluée pour
deux cations divalents : Ca2 et Mg2. De plus, la contribution des résidus acides situés
dans la région présumée du pore dans le processus de sélectivité sera analysée. Les
données amassées sur ces processus de sélectivité et de perméabilité relatifs au canal
2+ECaC1 seront mises en parallele avec celles obtenues pour les canaux Ca dependants du
voltage.
2- MÉTHQbQLOGIE
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2.1 Clonage et ni utagelièse dirigée dtt canal ECa (‘1 du tubute distal du reiît de tapin
Le canal ECaCÏ de type sauvage (GenBank accession no. AJ133 128) a été cloné à
partir de tubules distaux purifiés de lapin par le Dr Hélène Klein (Université de Montréal,
Groupe de recherche en transport membranaire). La séquence en nucléotides de l’ADN
ainsi obtenu présente une séquence essentiellement identique à celle publiée par Hoenderop
et ses collègues (38). Brièvement, les tubules distaux de lapin ont été préparés et purifiés
sur un gradient de Percoil, selon la technique décrite précédemment (82). L’ARNm total,
extrait à l’aide du réactif TRIzol (Canadian Life Technologies, Mississauga, ON, Canada),
a subi une transcription inverse, et l’ADNc ainsi obtenu a été amplifié en utilisant la trousse
de synthèse d’ADNc «SMART PCR» (Clontech, Palo Alto, CA). L’ADNc du canal
ECaC1 de lapin a été obtenu par PCR grâce à la trousse «ADNc Advantage» (Clontech)
avec des amorces spécifiques (de nt +99 à +134 et de nt +2 256 à +2 291). Les
oligonucléotides synthétiques (Canadian Life Technologies) ont été conçus afin d’inclure
les sites de restriction 3g[I1 et SpeI présents dans le vecteur pT7TS (généreusement fourni
par Dr Paul A. Krieg, Université du Texas à Austin) (46). Le vecteur pT7TS est une copie
modifiée du vecteur pGEM-4Z (Clontech) qui contient les régions non transcrites 5’ et 3’
de l’ARNm de la f3-globine de Xenopus laevis, lequel assure une expression optimale de la
protéine dans les ovocytes de Xenopus. La séquence des nucléotides de toute la région
clonée a été analysée de façon bidirectionnelle à l’aide d’un séquençage automatique
(BioST, Lachine, Québec, QC, Canada) et s’est révélée être identique à plus de 99% à la
séquence AJ133128-1 retrouvée dans GenBank.
Des mutations ponctuelles sur le canal ECaC1 de type sauvage ont été effectuées sur
différents résidus: D542A, D542E, D542G, D542K, D542N, D542Q, D550N et E535Q.
Ces mutations ont été faites avec des oligonucléotides synthétiques de 25-mer en utilisant la
trousse de mutagenèse «Quick-Change XL» (Stratagene, La Jolla, CA). Après 1-5 jours
d’expression dans les ovocytes de Xenopus, les mutants D542Q et D542K ne présentent pas
de courants Li >50 nA à —150 mV, lors d’enregistrement en cellule entière (< whole
ceil »). La séquence des nucléotides des régions mutées (>500 pb) a été analysée de façon
bidirectionnelle à l’aide d’un séquençage automatique par BioST.
32
Les constructions d’ADN ont été linéarisées par digestion avec BamHI à
l’extrémité 3’. Les produits de la transcription ont été préparés en utilisant une coiffe
méthylée analogue m7G(5 ‘)ppp(5 ‘)G et une T7 ARN polymérase avec la trousse de
transcription « mMessage mMachine» (Anibion, Austin, TX).
2.2 Expression dit caitat EcaCi de type sauvage et des mutants daits tes ovocytes de
Xeitoptts laevis
Les grenouilles femelles Xenopus laevis (Nasco, Fort Atkinson, WI) sont
anesthésiées par immersion dans une solution d’acide éthyl ester 3-aminobenzoïque (MS
222, Sigma, Oakville, ON, Canada) en présence de tricaine 0,1% pour une durée de 15
minutes précédent la chirurgie telle que décrite précédemment (62). L’ARNc est ensuite
injecté dans les ovocytes à des concentrations variant entre 0,5-5 ng/ovocyte, avec les
concentrations plus élevées pour les mutants. Les ovocytes injectés avec l’ARNc du canal
ECaC1 sont incubés à 18°C pendant moins de 24 heures dans une solution Barth exempte
de Ca2, de EGTA et de sérum. Le canal ECaC1 de type sauvage a été exprimé dans plus
de 25 différents groupes d’ovocytes, alors que les canaux mutants ont été analysés suite à 6-
11 séries d’injection indépendantes.
2.3 Enregistrements eît configuration cellule entière ( wltole-cett »,
Les courants du canal ECaC1 en configuration cellule entière ont été mesurés à la
température ambiante à l’aide d’une technique à deux électrodes utilisant un amplificateur
de voltage imposé (modèle OC-725, Wamer Instruments). Les électrodes de courant et de
voltage (résistance de 1- à 2-M1) ont été remplies avec une solution contenant 3 M KCI, 1
mM EGTA et 10 mlvi HEPES (pH 7.4). Tout d’abord, les électrodes sont insérées dans les
ovocytes alors qu’ils baignent dans une solution de Ringer modifiée (en mM: 96 NaOH, 2
KOH, 1,8 CaC12, 1 MgCI2 et 10 HEPES) titrée à pH 7.4 avec l’acide méthanesulfonique
(MeS); la solution du bain est ensuite changée par les solutions tests appropriées (voir ci-
dessous). Les expériences ont d’emblée été effectuées après l’injection de 20 nI de 50 rnl\4
EGTA ou 25 mM d’acide 1,2-bis (2-aminophenoxy)éthane-N,N,N’,N’-tétraacétique
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(BAPTA), lesquels donnent une concentration finale de 2 mM EGTA ou 1 mM BAPTA,
avec un volume présumé de 500 nl/ovocyte. Il a été prouvé que l’injection de EGTA ou de
BAPTA dans les ovocytes permet de minimiser l’activation par le Ca2 des courants CF
endogènes (7). Les ovocytes sont perfusés par gravité à une vitesse de 10 ml/min. Dans les
figures finales de l’article, les courants capacitatifs ont été soustraits des courbes de
courants en fonction du temps. Afin de comptabiliser et d’analyser les données recueillies,
le logiciel Clampex 6.1 (Axon Instruments, foster City, CA) a été utilisé. Les données ont
été échantillonnées à 10 kHz et filtrées à 5 kHz en utilisant le filtre incorporé à
l’amplificateur.
2+L affimte pour le Ca des canaux ECaCI de types sauvage et mutant a ete evaluee
2+
a partir de 1 inhibition par le Ca des courants Li en cellule entiere. Des etudes
antérieures ont démontré que le Li est préféré aux autres cations monovalents (Na, K,
Cs) puisque cet ion génère des courants plus stables dans les oeufs de Xenopus (62). Les
relations courant-voltage instantanées ont été mesurées en utilisant des rampes de voltage
de +80 à —150 mV à un taux de 0,5 mV/ms appliqué à chaque 20 s à partir d’un potentiel de
—50 mV. Les courbes courant-voltage en configuration cellule entière ont d’abord été
mesurées en conditions témoins, c’est-à-dire en présence de la solution de Li exempte de
Ca2 (en mM: 120 LiOH, 5 EGTA, 2 KOH et 20 HEPES) titrée à un pH de 7.35 avec le
MeS. Le Ca(OH)2 a ensuite été ajouté à cette solution afin d’obtenir des solutions
contenant différents niveaux de Ca2 libre. Les constantes de stabilité utilisées afin de
calculer la concentration de Ca2 présente dans chacune des solutions ont été tirées de
fabiato et Fabiato (24). Dans toutes les expériences rapportées dans cette recherche,
l’inhibition du courant Ca2 était réversible à >90 %. L’amplitude des courants relative à la
valeur témoin a été rapportée en fonction de la valeur du pCa. La même approche a été
utilisée afin de quantifier l’affinité des canaux pour le Mg2, à la seule différence que dans
les solutions de Li, 1’EGTA a été substitué par 1’EDTA et le Ca(OH)2 par le MgCl2 en
utilisant les constantes de stabilité appropriées. Toutes les données recueillies pour
chacune des concentrations extracellulaires de Ca2 et Mg2 libres ont été groupées et
rapportées afin d’établir une moyenne ± SE. Les courbes moyennes ont ainsi été ajustées à
l’équation suivante
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— I
‘max [x]
1 +
où ï représente le courant maximal de Limesuré à une concentration donnée de Ca2 ou de
Mg2, ‘max est le courant maximal enregistré dans une solution de Li exempte de Ca2, [x]
représente la concentration de Ca2 ou de Mg2 libre, et 1C50 représente la concentration de
cation divalent qui correspond à 50% de l’inhibition des courants Li.
Pour l’expérience décrite à la figure 3.6 de l’article, les ovocytes sont maintenus à
un voltage constant de —50 mV dans une solution de 120 LiMeS + 100 jiM Ca2 (voir les
descriptions précédentes). Les courants du canal ECaC1 ont ensuite été mesurés avec une
solution de 10 mM Ba2 contenant (en mM) 10 Ba(OH)2, 110 NaOH, 1 KOH et 20 HEPES,
titrée à pH 7.3 avec le MeS, ou une solution 10 mM CaMeS dans laquelle le Ca(OH)2
remplace le Ba(OH)2 de façon équimolaire. Les courants en configuration cellule entière
ont été enregistrés durant 15 secondes. Les données ont été analysées à l’aide du logiciel
Origin 6.1 (OriginLab, Northampton, MA). Les valeurs ont été réunies afin d’établir une
moyenne ± SE. Afin de faire une comparaison statistique, un t-test de Student a été utilisé.
Certaines données d’électrophysiologie amassées au cours de ce travail de recherche
ont été vérifiées et validées par Gérald Bematchez, à ce moment agent de recherche au
laboratoire du Dr Lucie Parent (Université de Montréal).
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ABSTRACT
The Ca2 -affinity and -permeation of the ECaC1 chaimel were investigated afier
expression in Xenopus ovocytes. ECaC1 displayed anomalous mole-fraction effects.
Extracellular Ca2 and Mg2 reversibly inhibited ECaC1 whole-cell Li currents with 1C50 =
2.2 + 0.4 M (n = 9) and 235 + 35 jiM (n = 10) respectively. These values compare well to
the Ca2 affinity of Cavi .2 measured under the same conditions suggesting that high-affinity
Ca2 binding is a well-conserved feature of epithelial and voltage-gated Ca2 channels.
Neutralization of D550 and E535 in the pore region had no significant effect on Ca2 and
Mg2 affinities. In contrast, neutralization of D542 significantly decreased Ca2- affinity
with 1C50 = 1.1 ± 0.2 mM (n = 6) and Mg2-affinity with 1C50 > 25 + 3 mM (n = 4). Despite
a 1000-fold decrease in Ca2 affinity in D542N channels, Ca2 permeation properties and
the Ca2t’Ba2 conductance ratio remained comparable to the wild-type ECaC1. Altogether,
our observations suggest that D542 plays a critical role in Ca2 -affinity but not in Ca2 -
permeation in ECaC1.
3$
INTRODUCTION
The fine tuning of Ca2 excretion in the kidney takes place in the distal nephron,
which consists of the distal convoluted tubule, the connecting tubule, and the initial portion
ofthe cortical collecting duct. In these segments, Ca2 reabsorption is horrnonally regulated
and occurs through a transcellular pathway involving a passive Ca2 influx at the apical
membrane and active Ca2 extrusion at the basolateral pole. While the functional features of
this apical Ca2 pathway have been well characterized over the years through radiolabelled
calcium uptake studies, its molecular identity has eluded many investigators long after the
2+pnmary sequences of most voltage-dependent Ca channels have been published. One of
the major problems in this case was probably related to the difficulty of reliably
characterizing single-channel events in the presence of Ca2 in differentiated epithelial celis
(21;22;24). This led some investigators to believe that the apical Ca2 influx could be
mediated through a transporter rather than an ion channel.
An epithelial Ca2 channel (ECaC1) (9) lias been recently cloned from rabbit tissue.
The resulting protein is a member of the extended TRP channel family (see (6) for review)
and as such comprises 730 amino acids witli a topology of six transmembrane segments
(Sl-S6) witli a pore region predicted to lay between S5 and S6. The rabbit ECaC1 was
shown to be expressed in proximal small intestine, the distal part of the nephron, and the
placenta. Highly homologous proteins, ECaC2 (CaTi) and CaT2, were also cloned from rat
epithelial tissues with respectively 73.4% and 84.2% amino acid identities to ECaC1
(19;20). In addition, the family of epithelial Ca2 channels includes CaT-L which was
cloned from human placenta but is also expressed in pancreatic acinar cells and salivary
glands (29).
It lias been recently proposed that ECaC1 could exhibit a higher Ca2 affinity tlian
L-type voltage-gated Ca2 channels (Cavl.2) (27). Ca2 affinity of voltage-gated chanriels
lias been estimated from the Ca2 inhibition of monovalent cation (Na or Li) wliole-cell
currents. Raising the external Ca2 concentration dose-dependently inhibits monovalent cation
inward currents through voltage-gated Ca2 channels with a 1C50 1 jiM (1;7;12;17;1$). In
these cliannels, Ca2 selectivity is conferred by a conserved ring of negatively charged
glutamate residues (4;17;30). We thus aimed to characterize the Ca2 selectivity and
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permeation properties of ECaC1 at the molecular level by investigating the role of acidic
pore residues in these processes.
Qur resuits indicate that Ca2- affinities are similar between ECaC1 and Cavl.2
whereas divalent cation permeation properties appear to differ considerably. In ECaC1,
Ca2 penneation was significantly higher than Ba2 whereas the reverse observation is
reported in Cavl.2 channels (8). At the molecular level, the negatively charged aspartate
residue D542 vas found to confer high- Ca2 and Mg2 affinity to ECaC1. Significant Ca2
inward currents could be recorded through D542N channels despite a 1000-foÏd decrease in
Ca2 affinity. The Ca2tBa2xvho1e-ce11 conductance ratio remained sirnilar to the wild-type
channel. We conclude that the negatively charged aspartate residue D542 plays a critical
role in Ca2 affinity but is not a critical determinant of Ca2 permeation in ECaC1.
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MATERIALS AND METHODS
Clouing and site-directed mutagenesis of the rabbit distal ECaC1. The wild-type
ECaC1 (Genbank AJ133128) was cloned from purified distal tubules from rabbit and was
found ta be essentially identical ta the sequence published by Bindels and cou. (9). Briefly,
rabbit distal tubules were prepared and purified on Percoil-gradient as previously described
(28). Total mRNA, extracted with the TRIzol Reagent (Canadian Life Technologies,
Mississauga, Ontario), was reverse-transcribed and the cDNA was then amplified using the
SMART PCR cDNA synthesis kit (Clontech, Palo Alto, CA). The rabbit ECaC1 cDNA tvas
obtained by hot-start PCR with the Advantage cDNA PCR polymerase (Clontech) with
specific prirners (ftom nt +99 ta nt +134 and from nt +2256 to nt + 2291). The synthetic
oligos (Canadian Life Technologies) were designed to include the Bgl II and the Spe I
restriction sites ta subclone into the restriction sites of the pT7TS vector (generously
provided by Dr Paul A. Krieg, University of Texas) using exonuclease III (10). The pT7TS
vector contained the 5’ and 3’ untranslated regions of Xenopus Ïaevis E-globin mRNA
inserted into pGEM-4Z which ensure optimal protein expression in Xen opus laevis
ovocytes. The nucleotide sequence of the full-length clone region was bi-directionally
analysed by automatic sequencing (BioST, Lachine, Qué) and was found ta be > 99%
identical to the Genbank sequence AJ133128-1.
Point mutations D542A, D542E, D542G, D542K, D542N, D542Q, D550N, E535Q
were performed with 25-mer synthetic oligos into the wild-type ECaC1 using the Quick
ChangeTM XL-mutagenesis kit (Stratagene, LaJolla, CA). The D542Q and D542K mutants
failed ta yield Li whole-cell currents above 50 nA at -150 mV after 1-5 days expression in
Xenopus ovocytes. The nucleotide sequence of the mutated region (over 500 bp) was bi
directionally analysed using automatic sequencing by BioST (Lachine, Qué).
DNA constructs were linearized at the 3’ end by BamHI digestion. Run-off transcripts
were prepared using methylated cap analog m7G(5’)ppp(5’)G and T7 RNA polymerase with
the mMessage mMachine® transcription kit (Ambion, Austin, TX).
Expression of ECaCY wiJd-type and mutants in Xeitoptts oocytes. female Xenopus
laevis clawed frog (Nasco, Fort Atkinson, WJ) were anesthetized by immersion in 0.1 %
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tricaine or MS-222 (3-aminobenzoic acid ethyl ester, Sigma, Oakville, Ontario) for 15
minutes before surgery as detailed before (3;17;18). cRNA was injected at a concentration of
0.5 to 5 ng per oocyte depending upon the channel (wild-type or mutant) being expressed.
ECaC1-injected oocytes were incubated at 18°C in a calcium-free, EGTA-ftee, and serum
ftee Barth’s solution for < 24 hrs before experiments. The wild-type ECaC1 channel was
expressed in > 25 different oocyte batches whereas mutant channels were analyzed in 6-1 1
independent series of injections.
Wlioie-cell Recordings. Whole-cell ECaC1 cunents were measured at room
temperature with a two-electrode voltage-clamp amplifier (OC-725, Wamer Instruments).
Voltage and current electrodes (1-2 MO tip resistance) were fihled with 3 M KC1; 1 mM
EGTA; 10 mM HEPES (pH 7.4). Oocytes were first impaled in a modifled Ringer solution
(in mM): 96 NaOH; 2 KOH; 1.8 CaCl2; 1 MgC12; 10 HEPES titrated to pH 7.4 with
methanesulfonic acid (MeS), then the bath solution was exchanged with the appropriate test
solution (see below). Experiments were routinely performed afier the injection of 20 ni of
either EGTA (50 mM) or Bapta (25 mM) which is expected to yield a final concentration of
1 mM Bapta or 2 mM EGTA assuming a volume of 500 ni per oocyte. This measure has
been found to effectively minimize the activation of endogenous Ca2-activated CF currents
(3; 18). Oocytes were superfused by gravity fiow at a rate of 10 mllmin. Capacitive transients
were subtracted in the final figures. PClamp software Clampex 8 (Axon Instruments, Foster
City, CA) was used for on-une data acquisition and analysis. Unless stated otherwise, data
were sampled at 10 kHz and low pass filtered at 5 kHz using the amplifier built-in filter.
ECaC 1 wild-type and mutant chaimel affinity for Ca2 ions was assessed from the
calcium biock of whole-ceil Li cunents as described previously (17;18). Instantaneous
current — voltage relationships were measured using voltage ramps from +$0 to —150 mV at a
rate of 0.5 mV/ms applied every 20 s from a holding potentiai of—50 mV. Whole-celi current
voltage curves (I-V) were first measured under control conditions in ffie presence of the
nominally calcium-free Li solution (in mM): 120 LiOH; S EGTA; 2 KOH; 20 HEPES titrated
to pH 7.35 with methane sulfonic acid. Ca(OH)2 xvas added to the solution to obtain the
desired level of free calcium. The stability constants used to calculate the free calcium
concentration were taken from fabiato and fabiato (5). Ca21 block vas reversible at> 90% in
ail experiments reported here. The cunent amplitude relative to the control value was plotted
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against pCa (-log [Ca2]0). The same approach was used to quantifi the channel affinity for
Ca2 and Mg2 inhibition curves with the onÏy difference beirig that EDTA was substituted for
EGTA and Mgdl2 replaced Ca(OH)2. Ail data collected for each free [Ca2j0 or [Mg2j0
concentration were pooled and reported as the mean + SEM. The mean curves were then fitted
to the following equation:
_
_
_
= 1
Imax 1 + [x] (1)
_ _ _
‘C50
where i is the peak Li current measured at a given Ca2 or Mg2 concentration, I is the peak
current measured in norninally calcium-free Li solutions, [x] is the ftee Ca2 or Mg2
concentration, and 1C50 is the divalent cation concentration corresponding to 50% inhibition.
for the experiment described in fig 6, oocytes were first clamped in the 120 LiMeS +
100 iM Ca2) solution (see above). ECaCÏ currents were then measured either with a 10
Ba2 solution (in mM): 10 Ba(OH)2; 110 NaOH; 1 KOH; 20 HEPES titrated to pH 7.3 with
MeS or a 10 CaMeS solution where Ca(OH)2 replaced Ba(OH)2 equimolarly. Oocytes were
maintained at a holding potential of—50 mV while the appropriate solution was perfused in
the bath. Whole-cell currents were recorded for 15 s. Data were analyzed using Origin 6.1
(OriginLab Corporation, Northampton, MA) software. Resuits are presented as mean ±
S.E.M. Unpaired Students’s t-test was used for statistical comparison.
43
RESULTS
Higb-Ca2 affinïty in ECaCI
ECaC1 is a non-voltage-gated calcium channel presumabIy involved in the
hormone-regulated calcium influx in kidney celis. The moiecular mechanisrn of Ca2
permeation in ECaC1 chaimels was first investigated by quantifying the Ca2 ami Mg2
inhibition of whole-ceIi Li currents. Whole-cell currents for ECaC1 (Fig lA, 1C) were
recorded in the presence of 120 mM Li as the charge carrier since previous experiments have
shown that whole-cell currents are more stable when Lï1 rather than Na or K was used as the
pemieant ion in the absence of divaient cations (17).
As seen, injection ofmRNA coding for the wild-type ECaC1 channel yieÏded large
inward monovalent currents ( 30-50 jiA at -150 mV) within 20 to 36 hrs incubation. The
instantaneous current-voltage relationships obtained from voltage ramps typically showed a
strong rectification at positive voltages that prevented the accurate determination of the
reversai potentiai under ah experimental conditions. Whole-cell current rectification was not
affected by the injection of 50 mM EDIA in the oocyte 1-2 hours prior to the experiments
suggesting that rectification xvas flot primarily caused by cytoplasmic Mg2. This strong
current rectification was aiso obseiwed at the single-charme! level in cell-attached recordings
(resuits not shown). Addition of extemal Ca2 from 0.01 to 100 tM (Fig lA) or Mg2 from
0.01 iM to 10 mM (Fig YC) dose-dependently inhibited Li whoie-celÏ currents at ail
membrane potentials tested between -150 and -75 mV without any apparent voltage
dependence within that voltage range (resuits not shown).
The channel’s affinity for either Ca2 or Mg2 ions was estimated from the dose
response curves (Fig lB-D). Fractional Li currents measured at -150 mV were fitted to
equation I which yielded 1C50 2.1 ± 0.4 iM (n = 7) for Ca2 and 1C50 = 235 ± 35 iM (n
2+ 2+10) for Mg . As expected for a Ca selective channel, ECaCI exhibited a 100-foÏd greater
2+ 2+•afflnity for Ca than for Mg ions.
Ca2 affinity is mediated by D542 in ECaCI
Negatively charged glutamate residues compose the molecular motif required for
Ca2 selectivity in voltage-gated Ca2 channels (1 7;30). Mutational analyses of these Ca2
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channels have shown that electrostatic interactions were a critical detenninant of high
affinity Ca2 binding (4;17) suggesting that negative residues could behave as surrogate
water molecules to facilitate the passage of dehydrated Ca2 ions through the hydrophobic
plasma membrane.
On the basis of these findings, the molecular detemiinants of Ca2 selectivity in
ECaC1 were investigated by targeting the negatively charged residues in the putative pore
region. There are 3 conserved negatively charged residues, f535, D542, and D550, in the
region between S5 and S6 in ECaC1, Cal-1, Cal-2, and Cal-L channels (fig 2). Each of
these negatively charged residues was neutraÏized yielding E535Q, D542N, and D550N
mutant channels. Ca2 affinity was estimated as described before. lypical resuits are shown
in fig 3. As seen, D550N and E535Q channels exhibited the typical rectification and the
high Ca2 affinity ofthe wild-type chaimel with 1C50 = 1.8 ± 0.3 jiM (n = 5) and 1C50 = 5 ±
3 iM (n = 4) respectively. As for the wild-type channel, Ca21 inhibition of D550N and
E535Q channels was not significantly dependent upon the membrane potential in the —150
to —75 mV voltage range (resuits not shown). Last, D550N and E535Q channels exhibited
the typical anomalous mole-fraction behavior with significant inward Ca2 currents at
extemal [Ca2j> I mM.
In contrast, the Ca2 affinity was non-equivocally decreased in the D542N mutant
with a 1C50 1.1 ± 0.2 mM (n 6), representing a 1000-fold diminution of the channel
Ca2 selectivity (fig 3C-D). Ca2 inhibition was flot significantly voltage-dependent
between —150 and —75 mV (resutts iiot shown). Ihe rectification of the D542N channel was
also significantly decreased and outward currents couid 5e recorded at positive membrane
potentials. As seen, monovalent currents through D542N could neyer be completely
inhibited by extemal Ca2 even in the mM range. It appears that significarit Ca2 permeation
occurs in that range (see later f ig 6C). Although the role of D542 in Ca2 affinity lias been
inferred before from the extrapolation of reversai potentials (16), this is the first measure of
Ca21 affinity in the pore region ofECaCi.
Ca2 and Mg2 affinîties are determined by die same locus in ECaC1
b evaluate the possibility that Ca2 and Mg2 bind to the same locus in ECaCY, the
Mg2 affinity of E535Q, D542N, and D550N was characterized (Fig 4). As seen, the Mg2
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affinity of D550N and E535Q was flot significantly different than the wild-type channel
with 1C50 327 ± 41 tM (n = 4) for D550N and IC0 = 278 ± 53 tM (n 4) for D550N as
compared to 1C50 235 ± 35 iM (n = 10) for ECaCÏ wt.
Not surpnsingly, the larger effects were observed with the D542N mutant (Fig 4C)
which exhibited a significant decrease in Mg2 affinity. In average, 10 mM Mg2 blocked
o 2+about 43 + 3 /o (n 4) ofthe L; currents. Higher Mg concentrations (> 100 mM) y;elded
solutions with significant hyperosmolarity (> 500 mOsm). Hence, within the limits of our
experiments, the 1C50 was estimated to be> 25 ± 3 mM (n = 4) a 100-fold increase ofthe
1C50 value measured for the wild-type charme!. Altogether, Ca2 and Mg2 affinities appear
to 5e modulated by the same locus in ECaCÏ.
Electrostatic interactions are critical to ensure high Ca2 affinity in ECaC1
In voltage-gated Cavi .2 channels, the importance of electrostatic interactions in
conferring calcium selectivity was underscored by numerous mutational analyses of the
glutamate ring (17). The following series of experiments was undertaken to investigate the
contribution of electrostatic interactions to the Ca2 affinity of ECaC1 (Fig 5). Although the
presence of a negatively charged residue at position 542 appears to be essential, the D542E
channel (fig 5A) exhibited a lower Ca2 affinity with 1C50 = 11 ± 3 1M (n = 6) indicating
that preserving the negative charge was not sufficient to account for the high Ca2 afflnity
in ECaC1 (p <0.001 at I iM and 10 iM Ca2). The Li whole-cell currents ftom D542E
were flot inhibited by increasing extemal Ca2 to 1000 iiM in contrast to the wild-type
clianne1.
The D542G and D542A channels were the least sensitive to Ca2 inhibition (Fig 5B-
C). As seen, the D542N charme! which bears a neutral polar residue achieved a higher Ca2
affinity with 1C50 1.1 ± 0.2 mM (n = 6) than the smaller hydrophobic residues D542G
with 1C50 = 3.0 ± 0.1 mM (n = 4) and D542A with 1C50 = 6.7 ± 0.2 mM (n 4). Inhibition
of Li currents by 10 iM Ca2 was significantly stronger in D542N than in these two
mutants (p < 0.0 1) (Fig 5D).
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Ca 2+ permeation is preserved in D542N channels
The last series of experiments was undertaken to assess the role of pore residues in
Ca2 permeation of ECaC 1. Whereas Ba2 permeation could 5e quite large in higli-voltage
activated Ca2 channels, it was found to 5e nearly non-existent in ECaC1. As seen in Fig
6A, exposure to a 10 mM Ba2 solution elicited inward cunents of less than 300 nA in the
wild-type ECaC1 channel whereas 10 mM Ca2 elicited 20-fold larger inward currents. The
Ca2/ Ba2 conductance ratio remained very high in E535Q and D550N channels (Fig 63-
D). Moreover, large inward Ca2 currents were recorded through D542N channels despite
its decreased Ca2 affinity. In ail cases, whole-cell currents measured in the presence of 10
mM Ca2 inactivated faster than whole-cell Li currents (resuits flot shown) although the
time course of inactivation in the presence of Ca2 was found to vary somewhat between
experiments. Current decay in the presence ofextemal Ca2 was not significantly altered by
injecting higher concentrations of either EGTA or BAPTA.
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DISCUSSION
2+ECaC1 is a high-affinity Ca channel
The present study characterized the pore properties of the rabbit distal ECaC1
chanriels expressed in Xenopus oocytes. ECaC1 cÏearly exhibits archetypal properties of
Ca2-selective channels namely a higli Ca2- affinity; a moderate inhibition of monovalent
currents by Mg2; anomalous mole fraction effect of Ca2 in Li solutions; Ca2 permeation;
large single-channel conductance in the presence of monovalent cations. It has been
recently proposed that ECaCs display a higher Ca2’ affinity than voltage-gated Ca2
channels (27). Herein we showed that our estimation ofCa2 affinity in ECaCÏ is similar to
the values reported for ECaC2 (CaTi) expressed in CHO cells (31) as well as for voltage
gated Cavl.2 (17) and Cav2.3 (18) although it is 1O-fold higher than reported elsewhere for
ECaC1 (26;27). As expected for a Ca2- selective chaimel, Ca2 affinity in ECaC1 was 100-
fold higlier than Mg2 affinity. Altogether, our experiments strongly suggest that iM Ca2
2+bmdrng sites could be umversally featured in non- and voltage-gated Ca channels.
Ca2taffinity is mediated by a single acidic residue in ECaC1
Pore D542 residue plays a critical role into conferring high-Ca2 and Mg2 affinities.
Substitution of the acidic residues E535 and D550 had no significant effect on the Ca2-
and Mg2 affinity of ECaCI. Our data thus agree with a previous report where Ca2
selectivity had been inferred from the reversal potential ofwhole-cell currents (16).
At the molecular level, the pore regions of the recently cloned ECaC2 (CaTI) and
CaT2 chamiels exhibit more than 95% homology with ECaC1 and the negatively charged
D542 residue is remarkably conserved among these channels. CaT-1 displays tM Ca2
affinity (31), suggesting a functional homology with ECaCI. It remains to be seen whether
the same aspartate residue (D541 in CaT-1) confers high-Ca2 affinity especially
considering that ECaC2 (CaTi) contains an additional aspartate residue D547 between
D541 andD549.
The role of negatively charged residues in conferring Ca2 affinity was not
unexpected as four conserved glutamate residues form the high-affinity Ca2 binding site in
Cavl.2 (4). Neutralization of the negatively charged residue D542 in the putative pore
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2+ 2+region decreased 1000-fold the Ca and Mg affirnty of ECaC1. In contrast,
neutralization of single glutamate residues typically produced l0-fold diminution of the
Ca2 affinity in CavL2 channels (17). Thousand-fold shifts could only be observed
following the simultaneous mutations of the four glutamate residues (4). It is hence
tempting to suggest that tlie ECaC protein functions as a tetramer similarly to the voltage
gated K channels.
Mutational analysis ofD542: rote of the side-chain
The mutational analysis ofD542 suggests that electrostatic interactions are a critical
factor in conferring calcium selectivity in ECaC1. Aithougli the presence of a negatively
charged residue at position 542 appears to be essential, the D542E channel exhibited a
lower Ca2 affinity than the wild-type ECaC1 chaimel. Hence optimum coordination of
incoming Ca2 ions appears to be volume- as well as charge-sensitive with the longer side
chain of glutamate residues possibly crowding Ca2 ions. The newly cloned T-type Cav3.l
to Cav3.3 channels possess aspartate residues in pores III and IV and it lias been suggested
that the shorter side-chain could account for some of their distinct permeation properties
(23).
The smafl and neutral Glycine and Alanine residues produced channels with the
poorest Ca2 affinity. The neutral but polar residue Asparagine yielded channels with
intermediate Ca2 affinity. Similar observations were reported for Cavl.2 channels (17).
Divalent cation permeation through D542N channels
ECaC1 (our data) (15) and ECaC2 (CaTi) (31) exhibited a higher whole-cell
conductance for Ca2 than for Ba2 with a Ca2/Ba2 conductance ratio > 20. The larger
Ca2 to Ba2 conductance ratio appears to 5e a typical feature of ECaC cliaimels with the
striking exception being CaT-L which displayed a high whole-cell Ba2 conductance (13).
Neutralization of E535, D542 and D550 residues yielded channels with Ca2 permeation
identical to the wild-type channel. Hence Ca2 permeation was not eliminated in the low
Ca2 affinity D542N chaimeL This observation was unexpected as it lias been reported that
Ca2 permeation could flot 5e measured afier mutation of the D542 residue (14).
Furthermore, the large Ca2 / Ba2 conductance ratio was preserved in D542N channels
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suggestmg that the structural determinants of Ca permeation are not completely
accounted for by D542.
In summary, ECaCÏ clearly exhibits archetypal properties of Ca2-se1ective
channels namely a high Ca2- affinity; a moderate inhibition of monovalent currents by
Mg2; anomalous mole fraction effect of Ca2 in Li solutions; Ca2 permeation; large
single-channel conductance in the presence of monovalent cations. It remains to be seen
whether ECaC1 could be responsible for transcellular PTH-regulated Ca2 reabsorption in
kidney distal tubule(2;1 l;25).
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FIGURE LEGENDS
Figure 3.1 : High-affinity calcium bïnding sites in ECaC1. ECaC1 was expressed in
Xenopus oocytes. Instantaneous current-voltage relationships were obtained using voltage
ramps applied at a rate of 0.5 VIs. Top panel A-B. Channel’s affinity for Ca2 ions was
assessed from the Ca2 block ofwhole-cell lithium cunents (120 mM LiMeS ± EGTA) before
and afler the addition of 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 iM free-Ca2. Addition of Ca2 dose
dependently inhibited Li currents with 1C50 = 2.1 ± 0.4 iM (n = 7). Averaged fractional
currents ± S.E.M. measured at —150 mV were plotted as a function of the extemal free Ca2
concentration and shown in the dose-response cunie on the accompanying panel B. Bottom
panel C-D. Channel’s affinity for Mg2 ions was assessed from the Mg2 block of whole-cell
lithium cunents (120 mM LiMeS + EDTA) before and after the addition of 0.01, 0.1, 1, 10,
100 )IM, and 1 mM free-Mg2. Addition of Mg2 dose-dependently inhibited whole-cell
currents with 1C50 = 235 ± 35 iM (n 10). The conesponding dose-response curve is shown
on panel D.
Figure 3.2 : Putative model of the secondary structure of the epithelial ECaCÏ Ca2
channe]. ECaC1 (Genbank AJ133 128) is composed of six transmembrane regions and
contains a SSI-SS2 region analogous to that of voltage-gated K and Ca2 channels. The
approximate location of negativeÏy charged residues E535, D542, and D550 targeted in this
study are shown. The primaiy sequences of related CaT-2 (Genbank AF209196), Cal-1(Genbank AF304463), and CaT-L (Genbank AJ243500) channels are extremely well
conserved in the putative pore region. The isoleucine doublet is also found in htrp8B(Genbank AJ243501) a spiice variant of Cal-L.
figure 3.3: Residue D542 participates to high-affinity Ca2 binding in ECaC1.
ECaCY mutants were expressed in Xenopus oocytes. Recording conditions were identical as in
figure 3.1. Panels A-C. Chaimel’s affinity for Ca2 ions was assessed from the Ca2 block of
whole-cell lithium cunents (120 mM LiMeS ± EGIA). Currents for D550N (A), E535Q (B),
and D542N (C) channels are shown before and afier the addition of 0.01, 0.1, 1, 10, 100, and
2+ 2+1000 1iM free-Ca
. Panel D. Addition of Ca dose-dependently inhibited whole-cell currents
with 1C50 1.8 ± 0.3 1iM (n = 5) for D550N; 1C50 = 5 ± 3 iM (n = 5) for E535Q; ami 1C50 =
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1.1 ± 0.2 mM (n 6) for D542N. At 10 jtM Ca2, inhibition was significantly decreased iii
D542N with p < 1 0 as compared to the wild-type channel. Averaged fractional currents +
S.E.M. measured at Vm = -150 mV were plotted as a function ofthe extemal ftee [Ca2j.
2+.
...
.
Figure 3.4: Residue D542 alters Mg inhibition in ECaC1. Panels A-C. Channel s
affinity for Mg2 ions was assessed from the Mg2 block of whole-cell lithium cunents (120
mM LiMeS ± EDTA). Currents for D550N (A), E535Q (B), and D542N (C) channels are
shown before and after the addition of free-Mg2 at the indicated concentrations. Panel D.
Addition ofMg2 dose-dependently inhibited whole-cell cunents with 1C50 = 327 ± 41 jiM (n
= 4) for D550N and 1C50 = 278 ± 23 tM (n = 4) for E535Q as compared to 1C50 = 235 ± 35jiM (n = 10) for ECaC1 wt. Within the limits ofour experimental conditions, the 1C50 was
estimated to be 25 ± 3 mM (n = 4) for D542N. Inhibition caused by 1 mM Mg2 in D542N
channels was significantly lower as compared to the wild-type ECaCI channel (p <
Averaged fractional currents ± S.E.M. measured at Vm = -150 mV were plotted as a function
ofthe extemal free Mg2 concentration.
Figure 3.5: Mutational analysis at position D542. ECaCI D542 mutants were expressed
in Xen opus oocytes. Panels A-C. Chaimels affinity for Ca2 ions was assessed from the Ca2
block of whole-cell lithium currents (120 mM LiMeS ± EGTA). Currents for D542E (A),
D542G (B), and D542A (C) channels are shown before and afier the addition of 0.01, 0.1, 1,
10, 100 11M and 1, 10 mM free-Ca2. Panel D. Addition of Ca2 dose-dependently inhibited
whole-cell currents with 1C50 = 11 ± 3 iiM (n 6) for D542E; 1C50 3.0 ± 0.1 mM (n = 4) for
D542G; and 1C50 6.7 ± 0.2 mM (n 4) for D542A. Current inhibition caused by 100 iM
Ca2 in D542G and D542A channels was significantly smaller than in the wild-type ECaC1
channel (p <z 1(Y7). Averaged fractional currents ± S.E.M. measured at Vrn = -150 mV were
plotted as a function ofthe extemal ftee Ca2 concentration.
Figure 3.6: Ca2 permeation in ECaC1 wild-type, E535Q, 0542N, and D550N
channels. Whole-cell currents for the wild-type ECaC1 (A), E535Q (B), D542N (C), and
D550N (D) channels were recorded foïlowing the addition of 10 mM Ba2 (upper trace) or 10
mM Ca2 (lower trace) to the bath. The ratio of whole-cell Ca2 to Ba2 conductance at die
same concentrations was estimated to be> 20. The arrow denotes the beginning of the bath
perfusion with either Ca2 or Ba2. The holding potential was —50 mV throughout.
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4.1 Principales observations et conclusions découlant de l’étude
La présente étude visait la caractérisation moléculaire de la région responsable de
l’affinité et de la perméabilité du canal calcique ECaCI (TRPV5) cloné à partir de la
portion distale du rein de lapin et exprimé dans des ovocytes de Xenopus Ïaevis. De plus,
l’étude voulait établir un parallèle entre les résultats obtenus sur ce canal calcique épithélial
et ceux obtenus lors de diverses études sur les canaux calciques dépendants du voltage
membranaire (Cav).
Les résultats obtenus indiquent que l’affinité pour les ions Ca2 et Mg2 est similaire
pour le canal ECaC1 (figure 3.1) et le canal calcique dépendant du voltage Cavl.2 de type-
L. Cependant, les résultats indiquent que le profil de perméabilité cationique diffère
considérablement pour ces deux types de canaux. En fait, les expériences faites en
configuration cellule entière sur les ovocytes exprimant le canal ECaC1 de type sauvage
démontrent que ce canal possède une plus grande perméabilité pour les cations Ca2 que
2+pour les catrnns Ba (figure 3.6A), alors que le canal Cavl.2 possede une plus grande
perméabilité pour le Ba2 (36).
Au niveau moléculaire, les expériences démontrent que le résidu aspartate (D)
chargé négativement retrouvé à la position 542 du canal ECaC1 apparaît comme le résidu
responsable de l’affinité pour les ions Ca2 et Mg2 (figures 3.3 et 3.4). Comparativement
au canal ECaCI de type sauvage, l’affinité pour les ions Ca2 du canal portant la mutation
D542N est grandement diminuée, bien que les enregistrements effectués démontrent la
présence de courants entrants d’ions calciques à travers ce canal (figure 3.3 C). De plus, les
diverses mutations effectuées sur le résidu aspartate à la position 542 (D542E, D542A et
D542G) entraînent des modifications de l’affinité pour le Ca2 (figure 3.5), démontrant
ainsi que le volume, la charge, de même que la polarité de la chaîne latérale du résidu sont
des caractéristiques déterminantes dans le mécanisme de sélectivité calcique du canal
ECaC1. Les mutations effectuées sur le canal ECaC1 de type sauvage n’affectent pas le
rapport Ca21iBa2 qui demeure similaire à celui enregistré pour le canal de type sauvage
(figure 3.6).
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4.2 EC’aCl est tut caitat calcique à haute affinité
Les expériences électrophysiologiques effectuées tout au long de la présente étude
ont d’abord évalué la perméabilité et l’affinité calciques associées au canal ECaC1 du rein
de lapin. Pour ce faire, les effets de la fraction molaire anormale (AMFE) des ions
divalents Ca2 et Mg2 dans des solutions d’ions monovalents Li ont été évalués. Ainsi,
l’inhibition des courants lithium (Li) par l’addition de cations divalents, soit le Ca2 et le
Mg2, a été mesurée en configuration cellule entière. À tour de rôle, les ions Ca2 et le
Mg2 ont graduellement été ajoutés par gravité dans le milieu extracellulaire (bain) des
ovocytes deXenopus exprimant le canal ECaC1 de type sauvage.
Nos résultats ont été obtenus à partir de courbes courant-voltage instantanées qui
démontrent une rectification des courants entrants de cations monovalents (LV) à des
voltages positifs, c’est-à-dire qu’aucun courant ne s’écoule à travers le canal ionique même
si ce dernier est toujours à l’état ouvert. Des courants importants de Li ont été enregistrés,
et ce même en présence de Ca2 dans le bain à des concentrations variant entre 0,01 M et
1,0 .tM. Cependant, lorsque les concentrations de Ca2 extracellulaire ont atteint des
valeurs entre 10 et 100 1iM, les courants entrants de Li ont dramatiquement diminués, étant
presque inhibés, démontrant ainsi un effet de fraction molaire anormale (AMFE) du Ca2 à
l’intérieur d’une solution de Li pour le canal ECaC1 (figure 3.YA). Des résultats similaires
ont été obtenus par l’addition de Mg2 dans le milieu extracellulaire, mais des
concentrations de ces cations divalents de 100 jiM sont requises avant de déceler une
diminution significative des courants Li, démontrant ainsi une inhibition plus modérée des
2+
.courants Li par le Mg (figure 3.1C). Tel que mentionne precedemment, la propriete de
perméabilité d’un canal se mesure par la conductance (G = 1/V) qui peut être estimée par le
calcul de la pente d’une courbe courant-voltage. De ce fait, il apparaît évident que la
conductance du canal ECaCI pour les cations monovalents (Li), donc sa perméabilité, est
grandement diminuée lorsque les concentrations de cations divalents Ca2 et Mg2 dans le
milieu extracellulaire atteignent des valeurs élevées puisque la pente des courbes à ces
concentrations est très faible.
D’après Hille (36), les effets associés à la fraction molaire anormale mettent en
évidence l’existence d’au moins deux sites de liaison à l’intérieur du pore du canal calcique
65
de type-L qui sont occupés par des ions perméables se déplaçant en file indienne à travers
le canal. Ainsi, en absence de cations divalents dans les solutions extracellulaires, le pore
du canal est perméable aux ions monova]ents Li. Cependant, les résultats obtenus au cours
des présentes expériences indiquent que le canal ECaC1 présente des effets de la fraction
molaire anormale lorsque les solutions extracellulaires devierment mixtes (Li / Ca2 ou
Li I Mg2). Ces effets démontrent donc que, lorsque les concentrations extracellulaires de
Ca2 ou Mg2 augmentent, ces cations divalents et le Lï interagissent et se lient
simultanément aux sites de liaison situés à l’intérieur du pore du canal ECaCÏ inhibant
alors pratiquement tous les courants entrants. Ainsi, en présence de [Ca2]0 ou de [Mg2]0,
les sites de liaison situés à l’intérieur du pore du canal ECaC1 vont préférentiellement lier
les cations divalents démontrant ainsi une plus grande affinité de ces sites de liaison pour
les ions divalents que pour les monovalents. Les résultats obtenus indiquent qu’une plus
grande concentration extracellulaire de Mg2 est nécessaire afin d’entraîner une diminution
de la perméabilité des ions Li, ce qui traduit un effet de fraction molaire anormale plus
modéré. Cet AMFE moins prononcé dans le cas du Li I Mg2 nous indique que l’affinité
du Mg21 pour le canal ECaCÏ est moins importante que pour le Ca2.
Ainsi, ces expériences démontrent que la perméabilité du canal ECaCI pour les
cations monovalents Li est élevée lorsque les solutions externes de Li sont exemptes de
cations divalents, mais que cette perméabilité diminue progressivement, en fonction de la
2+ 2+dose, par 1 addition de cations divalents ([Ca I = 0,01-100 tM ou [Mg ] = 0,01 1iM-
10 mM) dans la solution initiale, et ce, à chacun des potentiels membranaires testés entre
- 150 et—75 mV.
À partir de ces résultats obtenus par l’inhibition des courants Li après l’addition de
cations divalents, des courbes dose-réponse ont ensuite été construites afin de déterminer
l’affinité du canal ECaC1 pour les cations Ca2 et Mg2 (figures 3.13 et D). Les courants
entrants de Li enregistrés au voltage membranaire de
— 150 mV ont été ajustés à l’équation
présentée dans la section «Méthodologie» afin d’obtenir le 1C50 pour chacun des cations
divalents à l’étude, soit le Ca2 et le Mg2. Le 1C50 calculé pour le Ca2 correspond à une
valeur de 2,2 + 0,4 M (n = 9) alors que celui pour le Mg2 est équivalent à 235 ± 35 jiM
(n = 10). Ces valeurs indiquent clairement qu’une plus faible concentration de calcium est
requise afin d’inhiber de 50 % les courants entrants de lithium, comparativement au
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magnésium, puisque le 1C50 pour le Ca2 est plus petit que celui du Mg2 d’un facteur 100.
Ainsi, et tel que prévu pour un canal sélectif aux ions Ca2, le canal ECaC1 présente une
plus grande affinité pour le Ca2 que pour le Mg2.
Ces résultats qui démontrent une haute affinité pour les cations divalents Ca2 se
rapprochent considérablement des valeurs rapportées pour différents canaux calciques
précédemment étudiés. En fait, comme l’indique le tableau II, les résultats obtenus au
cours de cette étude sont similaires à ceux observés pour le canal ECaC2 (TRPV6) exprimé
dans des cellules ovariennes de hamster chinois (88), de même que ceux estimés pour le
canal calcique dépendant du voltage Cavl .2 (62). Cependant, nos résultats different
quelque peu de ceux de Vennekens et ses collègues qui obtiennent une affinité calcique en
valeur absolue pour le canal ECaC1 supérieure d’un facteur 10 (79, 80). Cette différence
est tout à fait compatible avec les variations expérimentales puisqu’il n’existe aucune
méthode expérimentale qui permette de déterminer avec exactitude les concentrations
absolues de Ca2 libre à des valeurs inférieures à 10 iM.
Tableau II Valeurs de l’affinité calcique pour différents canaux Ca2 dépendants ou
non du voltage membranaire
- Canal bépendance au voltage: Affinité Ca2 Référence
ECaC1 (TRPV5) Non dépendant du voltage 2,2±0,4jiM 45
ECaC1 (TRPV5) Non dépendant du voltage 0,2 ±0,O3LM 79, 80
ECaC2 (TRPV6) Non dépendant du voltage 2,9± 0,6!IM
, 1,7±0,7jiMCavI .2 Dependant du voltage (n = 5) 62
Bien que le canal ECaC1 ne dépende pas du voltage membranaire pour son
activation, il apparaît évident que les propriétés de perméabilité et d’affinité pour ce canal
calcique présentent des similarités avec celles des canaux Ca2 dépendant du voltage.
Ainsi, à la lumière des résultats expérimentaux obtenus pour cette première partie de
l’étude, il est possible d’affirmer que le canal ECaC1 présente toutes les propriétés
archétypiques des canaux sélectifs au Ca2 qui ont été largement étudiés au cours des
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dernières décennies : une haute affinité pour les cations divalents Ca2, une inhibition
2+moderee des courants d ions monovalents Li par le Mg , un effet de fraction molaire
anormale (AMFE) du Ca2 dans des solutions de Li, et une perméabilité calcique.
4.3 L ‘affinité catcique de EC’a(’l est médiée par un simple résidu acide
La première partie de l’étude a permis de démontrer une haute affinité du canal
ECaCI pour les cations divalents, et plus particulièrement pour le Ca2. Suite à l’obtention
de ces résultats concluants, les expériences électrophysiologiques qui ont suivi se sont
précisées et se sont orientées vers la recherche des déterminants moléculaires responsables
de cette sélectivité calcique.
Depuis quelques années, plusieurs expériences effectuées par divers groupes de
chercheurs sur les différents canaux Ca2 dépendants du voltage membranaire ont permis de
démontrer que des résidus glutamate chargés négativement composent le motif moléculaire
responsable de la sélectivité calcique de ces canaux (62, 87). En fait, ces recherches
suggèrent que la liaison des ions Ca2 à l’intérieur de la région présumée du pore des
canaux calciques dépendants du voltage soit possible grâce à la présence de quatre résidus
glutamate (Glu ou E). Ces résidus sont conservés à travers les différents types de canaux
calciques dépendants du voltage et se retrouvent à des positions équivalentes sur chacun
des quatre domaines répétés (I à IV) de la sous-unité a qui constitue la principale sous-
unité de ces canaux Ca2. Cet anneau de glutamate (EEEE) à l’intérieur du pore forme un
petit rassemblement de groupements carboxyles qui est capable de lier au moins un cation
divalent avec une haute affinité. Afin de déterminer l’implication de chacun de ces résidus
glutamate dans le mécanisme de sélectivité calcique des canaux Ca2 dépendants du
voltage, diverses mutations ont été effectuées sur ces canaux. Bien que les quatre résidus
glutamate ne contribuent pas également à la liaison du calcium à l’intérieur de la région
présumée du pore, les analyses démontrent que les interactions électrostatiques qui se
forment entre chacun de ces résidus et les ions Ca2 sont déterminantes pour la sélectivité
calcique du canal (62). En fait, des recherches ont démontré que les ions Ca2 sont entourés
par des molécules d’eau lorsqu’ils se retrouvent dans les solutions aqueuses des milieux
intra- et extracellulaires (69). Comme le diamètre de la région présumée du pore des
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canaux calciques est trop petit pour permettre le passage des cations divalents hydratés, ces
derniers perdent les molécules d’eau qui les entourent pour ensuite pénétrer à l’intérieur du
pore. La déshydratation des ions constitue la plus haute barrière d’énergie que doivent
surmonter les ions pour diffuser dans un canal ionique (63). Des résidus hydrophiles sont
présents à l’intérieur du pore du canal, résidus qui permettent d’hydrater les ions qui s’y
retrouvent, contribuant ainsi à diminuer l’énergie libre des ions afin de faciliter leur passage
d’une extrémité à l’autre du pore. L’hypothèse veut donc que le filtre de sélectivité présent
à l’intérieur du pore des canaux calciques et qui semble avoir une grande affinité pour ces
cations, agit comme des molécules d’eau et facilite le passage des ions Ca2 déshydratés à
travers la membrane plasmique hydrophobe.
Sur la base de ces découvertes sur les canaux Ca2 dépendants du voltage, les
déterminants moléculaires responsables de la sélectivité calcique du canal ECaC1 ont été
étudiés et analysés en effectuant des mutations ponctuelles sur certains des résidus chargés
négativement retrouvés à l’intérieur de la région présumée du pore de ce canal. Bien que
plusieurs résidus acides résident dans la région présumée du pore du canal ECaC 1, nous
nous sommes attardés à seulement trois résidus négatifs, soit le glutamate (Glu ou E)
retrouvé à la position 535 ainsi que les deux résidus aspartate (Asp ou D) retrouvés aux
positions 542 et 550. De plus, des analyses d’homologie de la région présumée du pore
entre les segments $5 et S6 des canaux calciques TRPV5 et TRPV6 indiquent que ces
résidus acides sont conservés d’un canal à l’autre, ce qui laisse supposer une implication
importante de l’un ou l’autre de ces trois résidus dans les propriétés de sélectivité du canal
(figure 1.6). Chacun de ces trois résidus chargés négativement a simplement été neutralisé
pour ainsi obtenir les canaux ECaC1 portant les mutations E535Q, D542N et D550N. Cette
simple mutation qui annule la charge négative de l’acide aminé permet de conserver le
volume du résidu (figure 4.1). Suite à ces mutations ponctuelles, l’implication de chacun
de ces trois résidus acides (E535, D542 et D550) dans le mécanisme d’affinité Ca2 a été
évalué tel que décrit dans la section précédente, à l’aide d’expériences
électrophysiologiques permettant de tracer des courbes courant-voltage instantanées ainsi
que des courbes dose-réponse.
Les résultats obtenus pour les canaux ECaC1 portant les mutations E535Q et
D550N sont similaires à ceux décrits précédemment pour le canal de type sauvage (figures
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3.3A et B). Tout d’abord, une rectification des courants entrants de cations monovalents
Li est observée lorsque les voltages deviennent positifs, et ce pour les deux canaux mutés.
De plus, l’addition de Ca2 dans le milieu extracellulaire inhibe graduellement, et ce en
fonction des concentrations, les courants entrants de monovalents. Tout comme pour le
canal ECaC1 de type sauvage, l’augmentation des concentrations extracellulaires de Ca2
au-delà de 1,0 1iM entraîne une diminution marquée des courants entrants de Li. En fait,
d’après les courbes dose-réponse tracées suite à ces mesures électrophysiologiques, le 1C50
A COO COO
H3N—C—H H3N—C—H
I I ICH2 eH2
Coo- C
/
H2N O
ASPARTATE (b) A5PA1AGINE (N)
B COO Coo
H3N
— C — H il3N
— C — H
CI2
I C-l2
Cil2 Cil2
- CCoo
H2N O
GLUTAMATE (E) GLUTAMINE (Q)
* Adaptée de Voet et al. 1995.
Figure 4.1 : Neutralisation des résidus chargés négativement retrouvés dans la
région présumée du pore du canal ECaC1
A) Acide aminé aspartate (D) retrouvé aux positions 542 et 550, neutralisé en asparagine(N). B) Acide aminé glutamate (E) retrouvé à la position 535, neutralisé en glutamine (Q).
calculé pour le canal muté E535Q est de 5,0 ± 3,0 iM (n = 5) alors que celui pour le canal
muté D550N est équivalent à 1,8 ± 0,3 tM (n = 5), résultats qui se rapprochent
considérablement de celui calculé pour le canal ECaC1 de type sauvage (figure 3.3D). De
plus, les canaux mutés E535Q et D550N présentent des effets de fraction molaire anormale.
En effet, il est évident que lorsque des ions Ca2 s’ajoutent dans le milieu extracellulaire,
ces cations divalents interagissent avec les cations monovalents Li pour se lier à l’intérieur
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du pore, empêchant ainsi le passage des ions Li. Cependant, lorsque les concentrations
extracellulaires de Ca2 augmentent considérablement pour atteindre des valeurs de l’ordre
du mM, des courants entrants peuvent à nouveau être enregistrés en configuration cellule
entière, mais cette fois ces courants impliquent les cations divalents Ca2; étant plus
nombreux que les ions monovalents Li’1’, ils sont préférentiellement liés à l’intérieur de la
région présumée du pore. Ces résultats démontrent que l’affinité calcique pour ces deux
canaux ECaC1 mutés est similaire à celle observée pour le canal de type sauvage, ce qui
indique que la neutralisation des résidus glutamate à la position 535 et aspartate à la
position 550 ne modifie pas l’affinité du canal ECaC1 pour les cations Ca2’1’.
Contrairement aux résultats observés pour les deux canaux mutés E535Q et D550N,
le canal ECaCI portant la mutation D542N présente des résultats électrophysiologiques
diamétralement opposés à ceux obtenus pour le canal ECaC1 de type sauvage (figure 3.3 C).
Tout d’abord, la rectification de ce canal a été diminuée de sorte que des courants sortants
de cations ont été enregistrés à des voltages membranaires positifs. Ceci indique que même
à des voltages membranaires positifs, le canal demeure à l’état ouvert, laissant ainsi sortir
les charges positives qui se sont accumulées dans le milieu intracellulaire des ovocytes afin
de permettre le retour à un voltage membranaire de repos. Ensuite, l’addition d’ions Ca24’
dans le milieu extracellulaire ne diminue pratiquement pas les courants entrants générés par
• 2+les ions monovalents Li . Meme a des concentrations de Ca aussi elevees que 1 000 1iM
(1,0 mM), les courants de cations monovalents Li ne sont jamais complètement inhibés.
Le 1C50 calculé pour le canal ECaC1 portant la mutation D542N s’élève à 1,1 ± 0,2 mM
(n = 6), démontrant ainsi une augmentation d’un facteur 1 000 pour le 1C50
comparativement à celui du canal ECaC1 de type sauvage (figure 3.3D). Cette valeur
élevée du 1C59 pour le canal muté indique qu’une plus grande concentration d’ions Ca21’ est
nécessaire dans le milieu extracellulaire des ovocytes afin d’inhiber de 50 % les courants
entrants de Li’1. Ces résultats démontrent clairement que l’affinité calcique du canal ECaC1
est grandement diminuée lorsque le résidu aspartate (D) à la position 542 est neutralisé en
résidu asparagine (N).
Afin d’évaluer si le Ca21’ et le Mg2 se lient au même résidu à l’intérieur de la région
présumée du pore du canal ECaC1, les mêmes expériences électrophysiologiques ont été
effectuées, mais cette fois en ajoutant les cations divalents Mg2’1’ dans les solutions initiales
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de Li. Les résultats obtenus avec les canaux portant les mutations simples E535Q et
D550N sont similaires à ceux précédemment observés et décrits pour le canal ECaCI de
type sauvage (figures 3.4A et 3). Tout dTabord, la rectification entrante est préservée pour
ces canaux ECaC1 mutés. De plus, l’addition de concentrations croissantes de Mg2 dans
le bain des ovocytes entraîne une diminution rapide des courants entrants de monovalents
Li. Les concentrations de plus de 100 iiM de Mg2 diminuent considérablement les
courants. Ces résultats ont permis de calculer les 1C50 pour chacun des canaux mutés
(figure 3.4D). Ainsi, le 1C50 pour le canal portant la mutation E535Q s’élève à
278 ± 23 1iM (n = 4) alors que celui pour le canal portant la mutation D550N est de
327 ± 41 1iM (n = 4), valeurs qui se rapprochent considérablement de celle calculée pour le
canal ECaC1 de type sauvage qui est de 235 ± 35 jiM (n = 10) (figure 3.4D). Une fois de
plus, ces résultats démontrent que la neutralisation des charges négatives aux positions 535
et 550 n’affecte pratiquement pas la sélectivité du canal pour les cations Mg2.
Tout comme lors des expériences faites avec l’addition des cations Ca2, la
neutralisation du résidu acide aspartate à la position 542 entraîne une diminution
significative de l’affinité du canal ECaC1 avec l’utilisation des cations divalents Mg2
(figure 3.4C). Dans ce cas-ci, les concentrations extracellulaires de Mg2 ont été
augmentées jusqu’à atteindre des valeurs de 10 mM, sans toutefois inhiber complètement
les courants engendrés par les cations monovalents Li. En moyenne, il a été estimé que
cette concentration élevée de Mg inhibe environ 43 ± 3% (n = 4) des courants
2+monovalents. Des concentrations supeneures a 100 mM de Mg conduisent a des
solutions hyperosmolaires ce qui signifie que la concentration totale des particules de soluté
présentes dans cette solution extracellulaire est plus importante que celle dans le milieu
intracellulaire des ovocytes, entraînant alors une sortie importante d’eau des ovocytes (51).
Ainsi, et à la limite des résultats obtenus au cours de cette expérimentation, le 1C50 pour le
canal portant la mutation D542N a été estimé comme étant supérieur à 25 ± 3 mM (n 4),
ce qui correspond à une valeur supérieure d’un facteur 100 au 1C50 calculé pour le canal
ECaC1 de type sauvage (figure 3.4D).
À la lumière des résultats obtenus au cours de cette étude et présentés dans le
tableau synthèse III, il apparaît évident que la neutralisation du résidu glutamate retrouvé à
la position 535 de même que du résidu aspartate retrouvé à la position 550, tous deux
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chargés négativement, n’entraîne pas de changement significatif quant à l’affinité des
cations divalents Ca2 et Mg2 du canal ECaC1. Tout comme pour le canal ECaC1 de type
sauvage, lorsque présents dans le milieu extracellulaire des ovocytes exprimant les canaux
ECaC1 portant les mutations E535Q ou D550N, les cations divalents Ca2 et Mg2 sont
préférés aux cations monovalents Li pour la liaison à l’intérieur du pore du canal.
Cependant, il en est tout autrement en ce qui concerne le canal ECaC1 portant la mutation
D542N. En effet, les résultats obtenus indiquent que la neutralisation du résidu acide
aspartate retrouvé à la position 542 modifie considérablement l’affinité du canal calcique
pour les cations Ca2 et Mg2, démontrant ainsi que ce résidu représente un déterminant
moléculaire crucial pour l’affinité au calcium et au magnésium du canal ECaC1. En fait,
cette mutation empêche les ions Ca2 et Mg2 de se lier aux sites à haute affinité situés à
l’intérieur de la région présumée du pore, laissant l’entrée libre pour le passage des ions Li
qui continuent à générer les courants entrants. Ainsi, bien que la mutation D542N entraîne
des changements importants au niveau de l’affinité des cations divalents, et par le fait
même de leur perméabilité à travers le canal ECaC1, le canal muté permet tout de même le
passage des cations monovalents Li, ce qui suppose l’implication probable d’un autre
déterminant moléculaire pour l’affinité et la perméabilité de ces cations. Ainsi, l’affinité du
canal ECaCÏ pour les cations divalents Ca2 et Mg2 semblent être déterminée par le même
acide aminé situé à l’intérieur de la région présumée du pore du canal.
Tableau III Tableau synthèse présentant l’affinité tIC50) pour les cations Ca2 et
Mg2 du canal ECaC1 de type sauvage et ceux portant diverses
mutations
Mutations sur le canal ECaC1
Cation divalent ajouté Type sauvage D550N E535Q D542Nau milieu extracellulaire
-
c 2+ 2,2±O,4jiM 1,$±O,3iM 5,0±3,OtM l,1±0,2mMa (n=9) (n=5) (nr=5) (n=6)
M 2+ 235±35jiM 327±4ltM 278±23jiM >25±3mMg (n = 10) (n 4) (n 4) (n 4)
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Les résultats de la présente étude sont en accord avec ceux obtenus par Nilius et ses
collègues (59) qui avaient identifié le résidu aspartate à la position 542 comme étant un
déterminant de la sélectivité calcique et de l’inhibition au Mg2 du canal épithélial ECaC1.
Bien que l’étude menée par Nilius n’ait alors pas démontré directement à l’aide
d’expériences électrophysiologiques l’implication de ce résidu acide dans le mécanisme
d’affinité calcique du canal, les chercheurs se sont basés sur les potentiels d’inversion (Ei-ev)
des courants enregistrés en configuration cellule entière pour affirmer que ce résidu chargé
négativement constituait un déterminant moléculaire important dans la sélectivité calcique.
Des analyses de séquences d’acides aminés démontrent que le canal ECaC1
présente un haut pourcentage d’homologie avec le canal ECaC2 (CaTI), surtout dans la
région présumée du pore. De plus, le résidu acide aspartate présent dans le pore est
conservé pour chacun de ces deux canaux calciques épithéliaux. En fait, ce résidu se
retrouve à la position 542 pour le canal ECaCI, alors que pour le canal ECaC2 (CaTI) il se
retrouve à la position 541. De récentes études menées par Yue et ses collaborateurs (8$)
sur le canal ECaC2 (CaTi) indiquent que ce canal a une affinité pour le Ca2 de l’ordre du
micromolaire (tM), tout comme la présente étude l’indique pour le canal ECaCI, ce qui
laisse présumer un rôle fonctionnel homologue pour ces deux canaux. À ce jour, aucune
étude des mutations n’a été effectuée sur les résidus aspartate retrouvés aux positions 541 et
549 de même que sur le résidu glutamate à la position 534 du canal ECaC2 afin de
déterminer quel résidu acide confère à ce canal sa haute affinité calcique. Cependant,
l’alignement de la région du pore de ces canaux calciques épithéliaux ECaC1 et ECaC2
révèle la présence d’une charge négative additionnelle à l’intérieur du pore du canal
ECaC2. En fait, ce canal possède un résidu aspartate supplémentaire retrouvé à la position
547, alors que le canal ECaCÏ présente à la position correspondante un résidu sérine
(S54$). Hoenderop et ses collègues (43) ont effectué la simple mutation du résidu sérine de
ECaCI en résidu aspartate (S548D), et l’inverse sur Je canal ECaC2, soit la simple mutation
du résidu aspartate en sérine (D547S). Ces mutations n’entraînent aucun effet marqué sur
les courants Ca2. Sur la base de ces résultats, il est peu probable que cet acide aminé joue
un rôle déterminant dans les différentes propriétés du pore du canal ECaC2 (43). Ainsi, les
déterminants moléculaires responsables de la sélectivité aux cations divalents du canal
ECaC2 (CaTi) sont possiblement associés à un, ou plusieurs, des trois résidus chargés
négativement E534, D541 et D549, résidus qui sont homologues à ceux identifiés à
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l’intérieur du pore du canal ECaC1 (E535, D542 et D550). Nos résultats obtenus avec le
canal ECaC1 qui indiquent un rôle déterminant du résidu D542 dans l’affinité du canal
laissent présumer un rôle potentiel du résidu D541 pour le canal ECaC2 (CaTi).
Contrairement aux canaux calciques épithéliaux qui sont encore peu étudiés,
diverses études ont été effectuées sur les canaux Ca2 dépendants du voltage. Les présents
résultats démontrent que la neutralisation d’un simple résidu acide situé à l’intérieur du
pore du canal ECaC1 à la position 542 entraîne une diminution drastique d’un facteur 1 000
de l’affinité du canal pour les cations Ca2 et d’un facteur 100 pour les ions Mg2. Par
contre, les expériences électrophysiologiques faites sur le canal Ca2 dépendant du voltage
membranaire Cavi .2 indiquent que la neutralisation d’un seul résidu glutamate (E) sur l’un
ou l’autre des quatre domaines (I à IV) à l’intérieur du pore entraîne une diminution de
l’affinité calcique seulement d’un facteur 10 par rapport au canal de type sauvage (62), ce
qui représente une baisse d’affinité beaucoup moins marquée que celle engendrée par la
simple mutation D542N sur le canal ECaC1. Afin de diminuer l’affinité calcique du canal
Cavl .2 d’un facteur 1 000, quatre mutations simultanées doivent être effectuées sur les
quatre résidus formant l’anneau glutamate (EEEE) situés sur chacun un domaine (I-IV)
(E393, E736, El 145 et F1446) (23).
De ce fait, il devient tentant de suggérer que le canal ECaC1 est une protéine qui
fonctionne comme un tétramère, de façon similaire aux canaux potassiques (K) dépendants
du voltage membranaire. Le filtre de sélectivité pour les ions Ca2 à l’intérieur du pore du
canal consisterait en un anneau formé de quatre résidus aspartate chargés négativement,
tout comme pour l’anneau glutamate formant le filtre de sélectivité des canaux calciques
dépendants du voltage. Tout récemment, Hoenderop et ses collègues (44) ont démontré
que le canal ECaCI (TRPV5) possède une stoïchiométrie tétramérique. Ainsi, cette
structure de tétramère implique que quatre protéines homologues s’assemblent pour former
une structure moléculaire le canal. Chacune de ces protéines (ou sous-unité) ayant une
région s’orientant une face à l’autre pour former la région présumée du pore du canal, avec
ainsi quatre résidus aspartate situés à la position 542 s’orientant vers l’intérieur de ce pore
pour former le filtre de sélectivité pour les cations divalents Ca2 et Mg2 (figure 4.2).
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* Adaptée de Hoenderop et aÏ. 2000 (ref42)
figure 4.2 : Structure tétramérique présumée pour le canal calcique épithélial
ECaC1
Le canal ECaCY serait possiblement formé par l’assemblage de quatre protéines identiques,
chacune composée de six segments transmembranaires. Entre les segments S5 et S6 se
retrouve la région présumée du pore comprenant les résidus aspartate à la position 542 qui
compose possiblement le filtre de sélectivité du canal pour les cations divalents Ca2 etMg2.
4.4 Analyses des mutations du résidu D542: rôle de la chaîne latérale
Suite à ces résultats qui démontrent l’importance du résidu aspartate situé à la
position 542 à l’intérieur de la région présumée du pore du canal épithélial ECaCI dans le
mécanisme de sélectivité des cations Ca2 et Mg2, les expériences se sont orientées afin de
déterminer la contribution et l’importance des interactions électrostatiques de ce résidu
dans l’affinité calcique du canal ECaCI.
Les protéines sont toutes constituées de petites molécules appelées acides aminés ou
résidus. Il existe 20 acides aminés importants, tous dotés de deux groupements
fonctionnels: un groupement amine (—NH2) et un groupement acide organique ou
carboxyle (—COOH), qui sont tous deux portés par le même atome central de carbone. En
fait, seule la structure atomique de leur troisième groupement lié au carbone central, appelé
radical R ou chaîne latérale, les distingue les uns des autres. Chaque acide aminé doit son
comportement chimique particulier de même que son acidité ou son alcalinité relative aux
particularités de l’arrangement des atomes de sa chaîne latérale (51). Ainsi, les acides
aminés sont classés selon la polarité de leurs chaînes latérales. D’après ce mode de
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classification, il existe trois types principaux d’acides aminés: 1) à chaîne latérale non
polaire, 2) à chaîne latérale polaire non chargée, et 3) à chaîne latérale polaire chargée (83).
La polarité d’un résidu correspond à la distribution des charges positives et négatives à
l’intérieur de sa structure atomique. En fait, bien que la charge nette de ce résidu soit
neutre, c’est-à-dire qu’il possède le même nombre d’électrons et de protons, les électrons
sont distribués de façon asymétrique. Un résidu polaire est hydrophile, ce qui signifie qu’il
est relativement soluble dans l’eau, formant ainsi facilement des liaisons hydrogènes avec
les molécules d’eau. À l’opposé, un résidu non polaire est hydrophobe, donc totalement
insoluble dans l’eau (1).
Essentiellement, les différentes protéines qui constituent le canal ECaC1 ont une
tendance naturelle à se replier pour prendre leurs conformations natives. En fait, elles
tendent naturellement à éloigner leurs chaînes latérales hydrophobes du contact de l’eau et
à hydrater leurs chaînes latérales hydrophiles. De ce fait, l’intérieur du pore des différents
canaux ioniques est un milieu hydrophile comportant les trois principaux types d’acides
aminés, chacun avec leurs chaînes latérales (polaires ou non) pointant vers l’intérieur ou
vers l’extérieur du pore. Il semble que les acides aminés qui se retrouvent dans ce milieu et
portant des chaînes latérales orientées vers l’intérieur de la région présumée du pore
possèdent une fonction chimique bien particulière : participer à la liaison d’ion (83). Des
études faites sur le canal potassique KcsA indiquent que la région du filtre de sélectivité à
l’intérieur du pore possède non seulement des dimensions qui lui permettent d’accommoder
parfaitement un ion potassique déshydraté, mais que la projection des groupes carbonyles
des acides aminés GYG (glycine-tyrosine-glycine) vers le milieu du canal confère à la
région du pore une électronégativité nette qui stabilise les ions K positifs (63). Ainsi,
l’orientation des chaînes latérales à l’intérieur de la région du pore des différents canaux
ioniques de même que la charge portée par chacun d’eux, apparaissent comme étant des
facteurs qui déterminent la sélectivité propre à chaque type de canal ionique.
Les mutations qui ont suivi au cours de cette étude se sont donc concentrées sur le
résidu aspartate situé à la position 542 du canal ECaC1, acide aminé portant une chaîne
latérale polaire chargée négativement. Six mutations ponctuelles ont donc été effectuées
sur ce résidu acide en utilisant six résidus différents afin de modifier la charge, la longueur
etlou la polarité de la chaîne latérale (figure 4.3). Les six acides aminés utilisés pour
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remplacer le résidu aspartate (D) sont: l’alanine tAla ou A), le glutamate (Glu ou E), la
glycine (Gly ou G), la lysine (Lys ou K), l’asparagine (Asn ou N) et la glutamine (Gin ou
A) Acides aminés à chaîne latérale non polaire
H Cil3
Glycine (G) Alanine (A)
B) Acides aminés à chaîne latérale polaire non chargée
Cil2 Cil2
C Cil
H21(b
2
H2N O
Asparagine (N) Glutamine (Q)
C) Acides aminés à chaîne latérale polaire chargée
Cil2 I ICil2 CH2Cil2 I I
Cil2 Coo.
J12
Nl3+
Lysine (K) Glutamate (E) Aspartate (b)
*Adaptéede Voet et aï. 1995.
Figure 4.3 : Structure de la chaîne latérale de différents acides aminés
Cette figure présente la chaîne latérale de chacun des acides aminés qui se retrouvent à la
position 542 à l’intérieur de la région présumée du pore du canal ECaC1, de façon naturelle
ou suite à une mutation ponctuelle. A noter que cette chaîne latérale se lie à un atome de
carbone central, qui porte deux autres groupements (—Nu2 et —COOH), structures qui
n’apparaissent pas sur cette figure. Sont regroupés en A) les résidus glycine et alanine
ayant une chaîne latérale non polaire (hydrophobe), en B) les résidus asparagine et
glutamine ayant une chaîne latérale polaire (hydrophile) non chargée, et en C) les résidus
lysine, glutamate et aspartate qui ont une chaîne latérale polaire (hydrophile) chargée.
Suite à la construction de ces six canaux ECaC1, des expériences électrophysiologiques ont
été effectuées sur les ovocytes de Xenopus Ïaevis tel que décrit précédemment. Tel que
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mentionné dans la section «Méthodologie », après 1 à 5 jours d’expression dans les
ovocytes, les deux canaux ECaC1 portant les mutations D542K et D542Q ne conduisent
pas de courant entrant de Li au-delà de 50 nA à un voltage membranaire de —150 mV en
configuration cellule entière, ce qui n’est pas suffisant pour effectuer les analyses
électrophysiologiques. Étant donné ces enregistrements de courants Li trop faibles, ces—
deux canaux mutés ont donc été mis de côté pour le reste de l’étude. Tel que décrit dans la
section précédente, le canal ECaC1 portant la mutation D542N, mutation qui a pour effet de
neutraliser la charge négative du résidu tout en conservant la longueur de la chaîne latérale,
démontre une augmentation d’un facteur 1 000 de son 1C50 comparativement à celui du
canal de type sauvage ce qui se traduit en une diminution importante de l’affinité du canal
pour les cations Ca2 (figure 3.3D).
Bien que le résidu glutamate (E) et le résidu aspartate (D) soient deux acides aminés
similaires en ce sens que leur chaîne latérale respective est polaire et chargée négativement,
la chaîne latérale du résidu glutamate (E) est plus longue que celle de l’aspartate car elle
possède un groupement —CH2 supplémentaire. Les expériences électrophysiologiques
faites sur les ovocytes exprimant Je canal ECaC1 portant la mutation D542E indiquent que
l’addition de Ca2 dans le milieu extracellulaire inhibe graduellement les courants entrants
de Li (figure 3.5A). En fait, des [Ca2j0 supérieures à 10 1iM entraînent une diminution
marquée des courants de monovalents. Le 1C50 calculé pour ce canal muté s’élève à
11 + 3 jiM (n = 6), ce qui est légèrement supérieur à celui obtenu pour le canal ECaC1 de
type sauvage (figure 3.5D). De plus, les courants Lf enregistrés en configuration cellule
entière à partir du canal muté D542E ne sont pas inhibés par des concentrations de Ca2
extracellulaire aussi élevées que 1 000 jiM, contrairement au canal ECaCÏ de type sauvage.
Ces résultats obtenus avec le canal muté D542E démontrent que la conservation de la
charge négative de la chaîne latérale n’est pas suffisante pour assurer l’affinité calcique du
canal ECaC1, bien que la présence d’un résidu chargé négativement à la position 542
semble essentielle pour cette affinité pour le Ca2.
Les résidus alanine (A) et glycine (G) sont tous deux des acides aminés portant une
chaîne latérale non polaire. Les expériences électrophysiologiques menées avec les canaux
ECaCY portant les mutations simples D542A et D542G démontrent que les courants
entrants de Li sont inhibés par la présence de Ca2 dans le milieu extracellulaire, mais à
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des concentrations beaucoup plus élevées que le canal de type sauvage et même le canal
ECaCY portant la mutation D542N qui porte un résidu polaire neutre (figures 3.5B et C).
En fait, le 1C50 calculé pour les canaux mutés avec ces deux petits résidus hydrophobes est
de 6,7 ± 0,2 mM (n = 4) pour le canal D542A, et de 3,0 ± 0,1 mM (n = 4) pour le canal
D542G (figure 3.5D). L’inhibition des courants monovalents Li par l’addition de 10 iM
de Ca2 dans le milieu extracellulaire est plus marquée pour le canal portant la mutation
D542N que pour ces deux canaux mutés D542A et D542G. Ces résultats indiquent que les
deux canaux portant chacun les mutations simples D542A et D542G sont moins sensibles à
l’inhibition calcique que le canal muté D542N, et qu’ils possèdent donc une plus faible
affinité pour les ions calciques.
Les résultats présentés dans le tableau synthèse IV, obtenus suite à ces expériences
mutationnelles effectuées sur le résidu aspartate situé à la position 542 à l’intérieur de la
région présumée du pore du canal ECaCÏ, indiquent clairement que la chaîne latérale du
résidu à cette position joue un rôle prépondérant dans le mécanisme de sélectivité calcique.
Tout d’abord, la mutation du résidu aspartate (D) à la position 542 du canal ECaCY en
résidu asparagine (N) indique que la neutralité de la chaîne latérale du résidu asparagine
(- CONH2) ne peut substituer la charge négative portée par le résidu aspartate (- C00) et la
fonction attribuée à l’électronégativité de cette chaîne latérale. En effet, la charge négative
portée par l’acide aminé D542 est primordiale pour l’affinité calcique puisque le canal
portant la mutation D542N démontre une augmentation considérable de son 1C50 par
rapport au canal de type sauvage. Ainsi, il est évident que les interactions électrostatiques à
l’intérieur du pore entre le résidu acide D542 et les ions Ca2 représentent un facteur
important de la sélectivité Ca2. Ces interactions électrostatiques entre le site de liaison des
ions, soit le résidu à la position 542, et les cations Ca2 reposent sur des attractions entre ces
deux charges électriques opposées, tout comme le principe d’interactions entre les anions et
les cations dans une solution libre (69). Ensuite, la mutation de ce résidu aspartate (D) à la
position 542 en résidu glutamate (E) (D542E) indique que, mis à part la charge négative, un
autre facteur stérique contrôlé par la longueur de la chaîne latérale est important pour la
sélectivité calcique. En effet, les résultats obtenus avec le canal ECaC1 portant la mutation
D542E démontrent, par une valeur du 1C50 légèrement supérieure à celle du canal de type
sauvage, que l’affinité calcique est diminuée par ce changement de résidu. Tout comme
pour le résidu aspartate (D), la chaîne latérale du résidu glutamate (E) est polaire
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(hydrophile) et porte une charge négative. Cependant, la chaîne latérale de ce résidu
glutamate est plus longue que celle de l’aspartate, comportant un groupement —CH2
supplémentaire (figure 4.3). finalement, les résultats indiquent que les mutations D542A et
D542G faites sur le canal ECaC1 entraînent une diminution marquée de la sélectivité
calcique du canal épithélial. Comparativement au canal ECaCÏ de type sauvage et aux
canaux mutés D542N et D542E, les canaux portant les mutations D542A et D542G sont les
moins sensibles à l’inhibition Ca2. Ces résidus alanine (A) et glycine (G) possèdent une
chaîne latérale non polaire, donc hydrophobe, qui est très courte.
Tableau IV Tableau synthèse présentant l’affinité calcique du canal ECaC1 de type
sauvage et de ceux portant diverses mutations
..
- Caractéristiques de la chaîneMutants Affinité calcique n latérale du résidu
- PolaireType sauvage 2,2 + 0,4 rM 10
- Chargée négativement
- PolaireD542N 1,1±0,2mM 6
-Neutre
- PolaireD542E 11 ± 3 tM 6
- Chargée négativement
D542A 6,7 ± 0,2 mM 4
- Non polaire
D542G 3,0 ± 0,1 mM 4
- Non polaire
Ces résultats démontrent qu’en plus de l’importance de la charge et de la longueur
de la chaîne latérale, la polarité de cette chaîne latérale semble jouer un rôle prépondérant
dans le mécanisme de sélectivité calcique. Ainsi, afin de lier avec une haute affinité les
cations Ca2 et de permettre la perméabilité calcique, le résidu situé à la position 542 à
l’intérieur de la région présumée du pore du canal ECaC1 doit posséder une chaîne latérale
polaire, chargée négativement et composée de deux groupements, caractéristiques qui sont
associées au résidu aspartate (D).
L’importance des interactions électrostatiques dans le mécanisme de sélectivité
calcique des canaux Cavl.2 a été démontrée grâce à plusieurs mutations faites sur l’anneau
glutamate (EEEE) (62). En effet, les études démontrent que, tout comme pour le canal
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calcique épithélial, la charge négative de même que la polarité de la chaîne latérale des
quatre résidus glutamate situés à l’intérieur du pore du canal Cavl.2, représentent des
caractéristiques essentielles pour assurer la sélectivité calcique du canal. Des mutations qui
entraînent une neutralisation d’un des résidus glutamate ou encore un changement de
polarité de la chaîne latérale d’un de ces résidus entraînent une diminution de l’affinité
calcique. Jusqu’ici, les études effectuées sur les canaux calciques dépendants du voltage
ont démontré que le mécanisme de sélectivité était dépendant de la charge et également du
volume du résidu, et que la longueur des quatre résidus glutamate situés à l’intérieur du
pore du canal permettaient la liaison des cations Ca2. Cependant, la différence du filtre de
sélectivité des canaux Cav3.1 à Cav3.3 de type-T récemment clonés soulève des
interrogations quant à l’importance de la longueur de la chaîne latérale. En fait, ces canaux
possèdent des résidus aspartate (D) à l’intérieur du pore sur les domaines III et IV de la
sous-unité u1, donc un anneau EEDD comparativement à EEEE pour les autres canaux Ca2’
dépendants du voltage. Talavera et ses collègues (72) suggèrent que la présence de ces
deux résidus portant des chaînes latérales plus courtes que celles des résidus sur les
domaines I et II, soit responsable des propriétés de sélectivité et de perméabilité qui
distinguent ces nouveaux canaux.
4.5 Perméabilité des cations divale,zts à travers te canal muté D542N
Les différentes expériences électrophysiologiques réalisées au cours de cette étude
et jusqu’à ce point discutées, concernaient l’affinité du canal ECaC1, c’est-à-dire le
mécanisme qui permet au canal de sélectionner les ions désirés grâce à différents résidus
situés à l’intérieur du pore du canal, résidus qui ont la capacité d’attirer et de fixer les ions.
Cependant, la propriété de perméabilité de ce canal épithélial, c’est-à-dire le flux généré par
le passage des ions à l’intérieur du pore du canal, n’a pas encore été discutée. De ce fait, la
dernière série d’expériences électrophysiologiques réalisées au cours de cette étude et
discutée dans cette section ciblera le rôle des résidus situés à l’intérieur de la région du pore
du canal épithélial ECaC1 dans le mécanisme de perméabilité calcique, mécanisme qui se
réfere à la conductance du canal, soit le courant ionique en fonction du voltage
membranaire (G =1/V).
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Les résultats obtenus suite aux enregistrements en configuration cellule entière avec
le canal ECaC1 de type sauvage (figure 3.6A), indiquent que l’exposition de ce canal à une
solution de 10 mM Ba2 entraîne des courants entrants inférieurs à 300 nA, alors qu’une
solution de 10 mM Ca2 entraîne des courants entrants 20 fois supérieurs, et ce, à l’intérieur
± +du même canal de type sauvage. Le rapport de conductance Ca fBa pour le canal ECaC1
à l’étude est donc estimé comme étant supérieur à 20. Ces résultats indiquent que le canal
ECaCI est beaucoup plus perméable aux cations divalents Ca2 qu’il peut l’être aux cations
Ba2 (Ca2 » Ba2j.
D’autres études effectuées sur le canal ECaC1 ont démontré que cette séquence de
perméabilité pour les cations divalents (Ca2» Ba2) est similaire à celle du canal ECaC2
(CaTi), bien que les résultats de ces études indiquent que le canal ECaC1 semble plus
perméable aux cations divalents Ba2 comparativement au canal ECaC2 (43, 60, 88). Par
contre, les études menées sur le canal calcique dépendant du voltage membranaire Cavl .2
démontrent que ce canal possède une perméabilité plus élevée aux cations Ba2 qu’aux
cations Ca2 (Ba2> Ca2), présentant ainsi un rapport de conductance Ca2/Ba2 beaucoup
plus faible qui est estimé comme étant inférieur à 1 (62). De ce fait, il apparaît évident que
le rapport de conductance Ca2/Ba2 élevé déterminépour les canaux ECaC1 et ECaC2 soit
une caractéristique propre aux canaux calciques épithéliaux. Cette différence entre le canal
ECaC1 et le canal Cavl.2 dans leur séquence de perméabilité des cations divalents est
probablement attribuable aux résidus différents qui se retrouvent dans la région présumée
du pore de chacun de ces canaux calciques.
Les mêmes mesures électrophysiologiques en configuration cellule entière ont été
faites avec les canaux ECaC1 portant les mutations simples E535Q, D550N et D542N suite
à l’ajout de 10 mM de Ba21 et de 10 mM de Ca2 dans le milieu extracellulaire
(figures 3.63, C et D). Les résultats indiquent que le rapport de conductance Ca27Ba2
demeure élevé avec les trois canaux portant les trois mutations ponctuelles. Ainsi, la
neutralisation des résidus chargés négativement F535, D542 et D550 situés à l’intérieur de
la région présumée du pore du canal ECaCI n’entraîne pas de modification de la
perméabilité des ions calciques qui demeure similaire à celle enregistrée pour le canal de
type sauvage. Il a été précédemment démontré au cours de cette étude que l’affinité
calcique était grandement diminuée lorsque le canal ECaC1 portait la mutation D542N,
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résidu qui apparaît comme un déterminant moléculaire important pour assurer l’affinité
calcique de ce canal épithélial. Cependant, les présents résultats indiquent que la
perméabilité calcique n’est pas éliminée à l’intérieur de ce canal à faible affinité D542N.
Ces observations sont d’autant plus inattendues puisque Nilius et ses collaborateurs (59) ont
rapporté que la perméabilité calcique n’a pu être mesurée suite aux différentes mutations
effectuées sur le résidu acide D542 dans le canal ECaCI (D542A, D542E, D542K, D542M
et D542N). La préservation de ce rapport de conductance Ca27Ba2 élevé dans le canal
ECaCY portant la mutation D542N suggère que les déterminants structuraux de la
perméabilité calcique ne soient pas complètement expliqués par le résidu aspartate à la
position 542 à l’intérieur du pore du canal, résidu acide qui apparaît comme un déterminant
moléculaire primordial pour l’affinité calcique du canal ECaC1. Il est ainsi fort probable
que d’autres déterminants moléculaires soient impliqués dans le mécanisme de perméabilité
calcique du canal calcique épithélial ECaC1.
Les présents résultats obtenus, sur la perméabilité du canal ECaC 1 sont conséquents
avec ceux précédemment obtenus au cours de cette étude et qui révélaient que ce canal
épithélial présentait des effets de fraction molaire anormale (AMfE). Tel que mentionné à
la section 4.2 du présent document, l’observation des effets de fraction molaire anormale
pour un canal donné est généralement une indication que le pore du canal contient plusieurs
sites de liaison qui sont occupés par des ions perméables qui se déplacent en file indienne à
travers le canal (36). Ainsi, le fait que le passage des cations divalents Ca2’ soit encore
possible même lorsque le canal ECaC1 porte la mutation D542N, résidu qui semble
impliqué dans la sélectivité des ions Ca2, indique qu’il doit exister au moins un autre site
de liaison pour ces cations, site de liaison qui ne serait pas impliqué pour la sélectivité. De
ce fait, il est probable que le canal ECaC1 obéisse au modèle à « un site », modèle qui
permettrait d’expliquer les mécanismes de sélectivité et de perméabilité associés à ce canal
calcique épithélial. Tel que décrit précédemment, ce modèle propose l’existence d’un seul
site de liaison chargé négativement qui lie les ions Ca2 avec une haute affinité, site qui
serait probablement associé au résidu aspartate retrouvé à la position 542 à l’intérieur du
pore du canal. Cependant, la présence possible d’un second site de liaison à plus faible
affinité permettrait d’expliquer que le canal soit encore perméable aux ions Ca2 même
lorsque ce résidu acide D542 est neutralisé en résidu asparagine. Tel que décrit par Dang et
McCleskey (20), ces sites de liaison à plus faible affinité se retrouvent de part et d’autre du
84
site à haute affinité calcique. Des mutations supplémentaires effectuées sur d’autres résidus
situés dans la région présumée du pore du canal ECaC1 pourraient permettre de déterminer
le résidu, autre que les acides aminés E535, D542 et D550, qui assure une fonction
secondaire dans le mécanisme de perméabilité calcique.
Un des problèmes fondamentaux associés aux canaux ioniques et qui ont fait l’objet
de recherches intensives au cours des dernières décennies, consiste à déterminer les
propriétés moléculaires qui permettent de réconcilier sélectivité et conductance, qui sont à
la base deux propriétés contradictoires. Des recherches intensives faites sur le canal
potassique KcsA, canal présent dans la bactérie Streptomyces Ïividans, au cours des
dernières années ont permis quelque peu de clarifier ce problème. En fait, bien que des
études de mutagenèse dirigée aient précédemment permis d’identifier les acides aminés
GYG (glycine-tyrosine-glycine) comme responsables de la sélectivité K du canal, aucune
donnée ne permettait de connaître la géométrie du pore ainsi que le nombre de sites de
liaison s’y retrouvant. C’est en 1998 que le groupe de MacKmnnon (21) a, grâce à la
cristallisation du canal KscA, permis de visualiser l’interaction entre les ions K, les
molécules d’eau et les résidus carbonyles des acides aminés GYG. Les études menées par
ce groupe de chercheurs ont permis d’identifier sept sites distincts de liaison pour les ions
K le long du pore du canal. Le premier site se trouve dans la cavité du canal et possède un
ion K en permanence qui est entouré de huit molécules d’eau. Le filtre de sélectivité
contient quatre sites de liaison distincts, mais seuls deux de ces sites sont occupés
simultanément puisque les ions K sont toujours séparés par un site libre, site occupé par
une molécule d’eau qui permet de minimiser la répulsion ion-ion dans le canal. De plus,
deux sites extracellulaires de liaison pour les ions K ont été identifiés juste à la sortie du
filtre de sélectivité. D’après l’analyse du groupe de MacKinnon, la diffusion des ions se
produit sans grande dépense énergétique, à une vitesse proche de la simple diffusion dans
l’eau grâce à la présence de ces sept sites de liaison qui stabilisent le passage d’ions chargés
dans une membrane lipidique hydrophobe. Cette diffusion des ions potassiques dans le
filtre s’effectuerait par le mécanisme de «knock-on > où l’entrée d’un ion dans le filtre de
sélectivité entraîne la sortie d’un des ions déjà présents (63). Ces forces de répulsion entre
les ions K contribuent activement à la propriété de conduction rapide à l’intérieur du canal
potassique. Ainsi, les acides aminés qui composent le filtre de sélectivité du canal
permettent d’attirer les cations iC à l’intérieur du pore contribuant au mécanisme de
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sélectivité du canal, alors que la présence de plus d’un site de liaison dans le pore, et donc
de plus d’un ion potassium permet une répulsion entre les ions contribuant au mécanisme
de perméabilité du canal KcsA.
Les canaux calciques n’échappent pas à cette problématique majeure. Malgré le fait
que ces protéines membranaires soient hautement sélectives aux cations Ca2, elles
permettent le passage de millions d’ions calciques par seconde. Il est donc tentant de croire
qu’une géométrie similaire à celle présentée pour le canal potassique KcsA, prévaut à
l’intérieur du pore du canal calcique épithélial ECaC1, ce qui permettrait d’expliquer la
coexistence de ces deux propriétés de base que sont l’affinité et la perméabilité calcique de
ce canal.
5- CONCLUSION
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Diverses études menées sur les canaux Ca2 dépendants du voltage membranaire ont
permis de déterminer que ces canaux représentent les transducteurs qui permettent de
convertir les signaux électriques reçus à la membrane cellulaire des cellules excitables
(muscle squelettique, coeur, neurones) en une augmentation du Ca2 intracellulaire. Le Ca2
qui entre à l’intérieur de ces cellules excitables par les canaux calciques de type-L est un
second messager qui permet d’initier divers processus intracellulaires tels que la
contraction, la sécrétion, la transmission synaptique, la régulation d’activités enzymatiques
et l’expression de gènes (77). Les canaux calciques dépendants du voltage membranaire
sont presque exclusivement présents dans les cellules excitables conférant ainsi à ces
cellules la propriété d’excitabilité, soit la capacité de réagir à certains stimulu provenant du
milieu interne et de l’environnement (51). À l’opposé, l’entrée de calcium à l’intérieur des
cellules non-excitables, comme par exemple les cellules épithéliales de différents tissus
(rein, intestin), se fait surtout à travers les canaux de type TRP tel que le canal calcique
épithélial ECaC1. Le rôle de ce canal calcique ECaC1 est de permettre la réabsorption
active de calcium dans les cellules polarisées, réabsorption qui se fait selon un processus
transcellulaire. Des analyses de relation phylogénétique faites entre le canal ECaC1 de la
2+super famille des TRP et les canaux Ca dependants du voltage revelent qu il existe une
distance évolutive significative entre ces deux types de canaux calciques (42). Malgré la
distance évolutive qui les sépare et leur fonction physiologique distincte, le canal ECaC1 et
les canaux Ca2 de type-L dépendants du voltage membranaire présentent des
caractéristiques électrophysiologiques similaires.
Le principal objectif du présent travail de recherche consistait à caractériser au
niveau moléculaire les propriétés de sélectivité et de perméabilité de la région du pore du
canal ECaC1, et de faire le parallèle entre ces données et celles obtenues pour les canaux
Ca2 dépendants du voltage membranaire (Cav).
Nos résultats obtenus suite à la caractérisation électrophysiologique du canal
calcique épithélial ECaC1 exprimé dans des ovocytes de Xenopus laevis indiquent que ce
•
. r 2+
. 2+canal presente une tres haute affimte pour le Ca et une affinite plus faible pour le Mg
Cette sélectivité élevée pour le Ca2, comparativement à celle pour les cations monovalents,
semble être déterminée par un simple résidu chargé négativement, l’acide aminé aspartate
(D), retrouvé à la position 542 à l’intérieur de la région présumée du pore du canal. Suite
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aux diverses expériences effectuées sur ce résidu acide, nous en sommes venus à la
conclusion que ce résidu doit posséder certaines caractéristiques afin de permettre la liaison
des ions Ca2 avec une haute affinité s une chaîne latérale polaire, chargée négativement et
qui porte deux groupements, soit un groupement méthyl (—CH2) et un groupement
carbonyle (—COOH). De façon similaire, le canal Ca2’ dépendant du voltage membranaire
Cavl.2 présente une sélectivité calcique élevée, propriété qui semble déterminée par la
présence de quatre résidus glutamate (E) chargés négativement, retrouvés à l’intérieur de la
région du pore, qui forment un anneau (EEEE) de sélectivité. Ainsi, les déterminants
moléculaires de la sélectivité pour le calcium et le magnésium du canal ECaCÏ semblent
reposer sur un simple résidu aspartate (D) situé à l’intérieur de la région présumée du pore,
un rôle qui est joué par quatre résidus glutamate dans le cas des canaux calciques
dépendants du voltage membranaire. Étant donné que la structure secondaire du canal
ECaC1 est similaire à celle proposée pour les canaux Ca24 dépendants du voltage avec six
segments transmembranaires (Si à S6) incluant une courte région hydrophobe entre les
segments S5-S6 correspondant à la région présumée du pore, il est alors tentant de spéculer
que le filtre de sélectivité pour les ions Ca2 et Mg2 dans le canal ECaC1 est également
constitué d’un anneau formé de quatre résidus chargés négativement, dans une structure
tétramérique.
Nos résultats indiquent que la perméabilité calcique de même que le rapport de
conductance Ca21iBa2 élevé (Ca2 » Ba2) ne sont pas affectés par la neutralisation du
résidu aspartate (D542N) qui apparaît comme un déterminant moléculaire essentiel dans le
mécanisme de sélectivité calcique du canal ECaC1. Le canal Cavl.2 présente, au contraire,
un faible rapport de conductance Ca2/Ba2 (Ba2> Ca2j, démontrant ainsi une plus grande
perméabilité pour les cations Ba2 que Ca2, à l’opposé du canal ECaC1 qui présente une
perméabilité préférentielle pour les cations Ca2.
Sur la base de ces résultats électrophysiologiques, nous pouvons conclure que le
canal ECaC1 présente des propriétés d’affinité similaires à celles du canal Ca2 dépendant
du voltage Cavl.2, la principale différence entre ces deux canaux résidant dans leur
propriété de perméabilité aux ions divalents.
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À la lumière des résultats de la présente recherche, il est évident que des mutations
simples dans la région du pore du canal ECaC1 vont entraîner un dysfonctionnement du
canal qui, conséquemment, entraînera différents désordres physiologiques reliés au
calcium. L’identification du canal ECaC1 et de ses principaux déterminants moléculaires
pourrait permettre de faire la lumière sur certains désordres reliés à l’homéostasie calcique,
tels que l’hypercalciurie idiopathique, l’ostéoporose et la malabsorption du Ca2 reliée à
l’âge. En fait, le rôle central du canal ECaC1, en combinaison avec l’échangeur Na/Ca2
et la pompe Ca2-ATPase, dans la réabsorption active de Ca2 fait de ce canal calcique une
cible première pour la manipulation pharmacologique, et ainsi le traitement des différents
désordres reliés à l’homéostasie calcique.
Plusieurs interrogations à propos de ce canal Ca2 épithélial demeurent jusqu’à
aujourd’hui sans réponse. Par exemple, quelles sont les protéines de régulation qui
interagissent avec le canal ECaC1 et contrôlent son fonctionnement? Quelles sont les
implications physiologique et clinique du canal ECaCI dans l’homéostasie calcique? Est-
ce que certaines drogues peuvent être développées pour réguler directement l’activité du
canal ECaC1 afin de prévenir efficacement certains désordres physiologiques reliés à
l’homéostasie calcique? De futures analyses détaillées de ce canal Ca2 épithélial ECaC1,
telles que l’identification des sites moléculaires responsables de la régulation de ce canal
par la PKA et la PKC ainsi que la caractérisation de la régulation de ce canal par la PTH,
vont certainement permettre une meilleure compréhension de l’homéostasie calcique chez
les mammifères et ainsi cibler les approches pharmacologiques qui permettront de corriger
les désordres intestinal et rénal de l’absorption calcique.
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